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CRésumé
Suite à une administration locale ou systémique, les oligonucléotides antisens (ODNs)
sont rapidement dégradés par les nucléases, faiblement capturés par les cellules cibles et
incapables d’atteindre leur site d’action (Le. le cytoplasme ou le noyau) en quantité sufftsante.
Afin de pallier à ces problèmes, une variété de vecteurs synthétiques ont été développés.
Cependant, qu’ils soient adminstrés seuls ou à l’aide de vecteurs, les ODNs pénètrent dans les
cellules par endocvtose. Par conséquent, le vecteur employé doit assurer leur passage dans le
cytoplasme afin d’éviter que les ODNs ne se retrouvent séquestrés dans les
endosomes/lysosomes où ils sont généralement dégradés. Étant donné que le pH des
endosomes est légèrement acide (5,0-6,5), des copolymères d’acide méthacrvlique MAA)
sensibles au pH ont été proposés pour améliorer la biodisponibilité intracellulaire des ODNs.
En effet, suite à une diminution du pH du milieu, ces polymères subissent un changement de
conformation leur permettant de déstabiliser les membranes lipidiques. Dans un premier
temps, les travaux réalisés dans la présente thèse ont démontré que pour déstabiliser
efficacement les membranes à pH acide, les polymères doivent présenter une transition de
phase abrupte et être suffisamment hydrophobes. Dans un deuxième temps, un copolymère
de I\L\\ et un ODN modèle ont été incorporés avec succès dans deux types de vecteurs : un
système nanoparticulaire et un système micellaire. Les nanoparticules ont une charge résiduelle
positive et sont donc capturées efficacement par des cellules en culture. Ce système a permis
de confirmer que les copolvmères de f\L\A augmentent l’activité antisens de l’ODN en
facilitant son transfert de l’endosome au cytoplasme des cellules. Les micelles, quant à elles,
sont neutres, solubles en milieu aqueux et stables dans des conditions physiologiques. Par
conséquent, elles présentent des caractéristiques phvsico-cbimiques plus adaptées à une
administration systémique. Dans l’ensemble, les résultats obtenus montrent que les
copolvmères de MAA sont des molécules très versatiles premièrement parce que leurs
propriétés peuvent être facilement modulées en modifiant leur composition chimique et,
deuxièmement, parce qu’ils peuvent être aisément intégrés dans différents systèmes
iv
d’administration des médicaments. De plus, étant donné leur changement conformationel à
pH acide, ces polymères potentialisent l’activité biologique des ODNs iii i/hv et s’avèrent
extrêmement prometteurs pour la vectorisadon de matériel génétique in pi,’o.
Mots-clés copolyrnères d’acide méthacrylique, polymères endosomolytiques, oligonucléotides
andsens, sensibilité au pH, systèmes d’administration des médicaments, transport
intracellulaire, nanoparticules, micelles
Abstract
The biological activitv of antisense oligonucleotides (ODNs) is ofren compromised bv
their rapid degradadon bv nucleases, poor cellular uptake and inabiErv to rcach their
intracellular site of action (i.e. cvtoplasrn or nucleus) in sufficient amount. To circumvent these
problems, a variety of svnthedc vehicles have been investigated. However, regardless of
whether die ODN js formulated or free, ït wffl enter ceils i’ia the endocytosis pathwav. Thus, it
is essential for the vector to promote the cytoplasmic release of the ODNs from the
endosomal/lvsosornal compartments where thev are generallv degraded. Given that
endosomes exlnbit a slighdv acidic pH (5.0-6.5), pH-sensitive methacr lic acid (I\L-\A)
copolvmers can be used to achieve such a goal. Indeed, MXA copolvmers can destabthze
membrane bilavers following a pH-triggered conformational change. The work realized in titis
thesis showed that for efficient membrane destabiEzadon at acidic pH, die polvmers must
present an abrupt phase transition whilc bcing sufficiendv hvdrophobic. An I\L-A copolvmer
and a model ODN were successfullv incorporated within t\vo differcnt types of vehicles: a
nanoparticulate and a micellar svstem. The nanoparticles hear a positive surface charge and,
consequendv, are efficiendy mternalized into cultured ceils. The in vitro experiments confirmed
that the I\LA copolymers increase the biological acdvity of the ODN bg facilitatmg its
transfer from the endosomes to the cvtoplasm of the ceils. On the other hand, micelles are
neutral, soluble in aqueous media and stable in physiological conditions. Therefore, thev
present better phvsico-chemical properties for clinical applications. Taken together, the results
obtained show that the properdes of the MAA copohrmers can be easily modulated bv
modifvtng their chemical composition. Their versadlitv is also demonstrated by the fact that
thev can be readilv integrated within different dmg deiverv systems. finallv, given their pH
dependent conformational change, the polvmers potentiate die hiological acdvitv of ODNs in
vitro and are verv promising for the transport and deiverv of geneuc material in i’ii’o.
Key-words : methacrvlic acid copolvmers, endosomolydc polvmers, andsense oligonucleotides,
pH-sensitivit, drug deiverv systems, intracellular delivery, nanopardcles, micelles
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1.ig/mL (fmal concentration). (B) Rcd blood cd hemolvsis caused by
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bv hnmunoblotting. Protein level is expressed as PKC-c 9o control
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The [+/-Ï ratio was adjusted to 4/1 (open bars), 3/1 (grev bars) or 2/1
(solid bars) by varving the concentration of copolyrner 4 in the ternary
complexes, and the amount of cationic lipids in the DOTÀP/ODN
complexes. Àfter the washing step, the cefis were ailowed to recover for
an additional 20 h. Proteins were extracted, and imrnunoreactive PKC
xvas determined bv immunoblotting. Protein level is expressed as
PKC-c 0/ control (buffer treatment. Values are mean ± S.D., n=3-4
experiments. * p < 0.05. (B) Representative blot of ceils treated with
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equal loading in each lane. Ceils were incubated with: lane 1, ternary
complexes prepared with the antisense 0DM; lane 2, ternary complexes
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Figure 4. Cellular uptake of lipoplexes. A549 ceils were incubated with
DOTAP/ODN complexes ± copolymer 4 using a fluorescein-labeled
0DM and rhodamine-labeled copolymer. Àfter a 4-h incubation period,
the ceils were rinsed and resuspended in PBS. The mean fluorescence
intensity of 10 000 cefls xvas measured by flow cytometry (sec
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“Materïals and Methods”). Values are mean ± S.D. (n3 experlinents).
(A) Green fluorescence Ïntensity of ceils incubated with
DOTAP/ODN complexes or ternarv complexes. The ternarv
complexes were composed of DOTAP ($0 tM), antisense ODN (200
nM), and copolymer 4 at 40.8 iM, 4/1 [+/-] (open bars), 57.0 M, 3/1
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medium are indicated for each formulation. * p < 0.05. Green (B) and
red (C) fluorescence of ceils incubated with free ODN (dotted lime),
4/1 (tbick lime), 3/1 (dashed-dotted line or 2/1 (thin lime) ternarv
complexes. Dashed limes represent unstained control ceils. The results
shown in (B) and (C) are representative of several independent
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Figure 5. Effect of metabolic imbibitors on PKC-Œ expression. A) A549 ceils in
serum-free medium were treated with 500 mM PDBu for 18 h and
washed to remove li. Before complex addition, the ceils were
preincubated for 15 min with cytochalasin B (25 g/mL), or for 30 min
with bafilomycin A (200 or 500 nM). Ternarv complexes prepared with
DOTAP (80 *M), antisense ODN (200 nM) and copolvmer 4 at 40.8
M, 4/1 [+/-j (open bars) or 90.5 iM, 2/1 [+/-] (solid bars) were then
added. The inhibitors were present during the 4-li incubation period.
After the washing step, the cefis were allowed to recover for an
additional 20 h. Proteins were extracted, and inirnunoreactive PKC-
was determined by imniunoblotting. Proteim level is expressed as PKC
o control (buffer treatment). Values are mean ± S.D. (n3). p < 0.05
relative to ceils incubated in the absence of inhibitor with 4/1 (*) or
2/1 (**) complexes, respectivelv. (B) Representative blots of ceils
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PKC-Œ isozyme. Bottom bana’, immunoreactive GAPDH, demonstrating
equal loading in each lane. Lane 1, no inhibitor; lane 2, cytochalasin B
25 ig/mL; lane 3, bafilomycin A 200 nM; lane 4, bafilomycin A 500
nM; lane 5, H/D buffer 186
Figure 6. Intracellular distribution of the ODN and copohTmer. A549 ceils grown
on coverslips were incubated with free ODN for 3 h (a),
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and examined by LSCM (sec “Materials and Methods”) 187
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C’ CHAPITRE 1: INTRODUCTION
Partie 1
Les oligonucléotides antisens et les vecteurs synthétiques
développés pour leur administration
La thérapie génique se défmit par l’introduction de matériel génétique exogène dans
les cellules des patients dans le but de traiter une maladie. Longtemps perçue comme une
technologie expérimentale, la médecine génétique a évolué et est aujourd’hui considérée
comme une stfategie viable pour le traitement de maladies. Au cours des dernières années,
une meilleure compréhension des bases génétiques de plusieurs pathologies a permis
d’identifier de nombreuses conditions médicales susceptibles dc bénéficier de la thérapie
génique. De plus, l’achèvement du projet Génome Humain a mis ii la disposition des
scientifiques une multitude d’informations permettant l’identification de nouvelles cibles
thérapeutiques. Parmi les différentes stratégies de traitement employées, la plus évidente est
sans doute le remplacement d’un gène manquant ou défectueux par l’insertion génomique
d’un acide désoxyribonucléique ADN) plasmidique. D’autre part, l’expression d’un gène
peut être régulée à la baisse au moyen d’acides nucléiques tels que les ribozvmes, les petits
acides ribonucléiques (ARNs) interférants et les oligonucléotides antisens (ODNs). Ces
molécules ont toutes la propriété de se lier à leur cible, souvent un ARN messager ARNm),
de façon spécifique par appariement des bases complémentaires, provoquant ainsi
l’inhibition de la traduction de cet ARN en protéine (Fig. 1). Comparativement à la
stratégie basée sur l’administration d’ADN plasmidique, la régulation à la baisse d’un gène
est une approche moins onéreuse et plus simple étant donné que le brin d’acide nucléique
n’a pas à être intégré dans le génome de l’mite pour être actif. Toutefois, de ce fait même, il
s’agit d’une solution moins permanente pour remédier à une condition médicale donnée et
des administrations répétées sont donc nécessaires afin d’obtenir un effet thérapeutique
soutenu. Etant donné le mécanisme d’action de cette classe d’agents thérapeutiques, les
conditions médicales pouvant potentiellement en bénéficier sont extrêmement variées et
incluent le cancer, le SIDA ainsi que les troubles cardiovasculaires et neurologiques tels que
les maladies de Parkinson et d’Alzheimer.
Les médicaments à base d’ADN ou d’ARN possèdent l’avantage de reconnaître
sélectivement leur-s cibles thérapeutiques ce qui leur confère une formidable spécificité
d’action. Ainsi, en principe, les effets secondaires de cette classe d’agents thérapeutiques
seraient minimisés comparativement aux médicaments classiques. Cependant, malgré ces
caractéristiques favorables, le nombre de succès cliniques obtenus avec ces composés
demeure limité. En effet, bien que plusieurs candidats prometteurs soient présentement à
un stade avancé d’études chniques, seulement 2 produits ont été approuvés à ce jour par les
agences réglementaires, soit une formulation d’ODN (Vitravene®, Etats-Unis, 1998) et un
adénovinis contenant un ADN plasmidique (Gencidine®, Chine, 2003). Le développement
de ces médiaments est freiné, entre autres, par leur faible capture cellulaire et leur pauvre
stabilité dans les milieux biologiques. De plus, il est important de souligner que ces
composés sont des entités pharmaceutiques dont la structure diffère totalement de celle des
médicaments classiques. Par conséquent, leurs effets chez l’humain doivent être investigués
en profondeur, de même que la faisabilité de leur administration à long terme. Au cours des
dernières années, les connaissances concernant la distribution, le métabolisme et les
mécanismes de capture cellulaire de ces agents thérapeutiques se sont considérablement
améliorées. Des modifications chimiques ont permis d’augmenter substantiellement la
stabilité des composés les plus susceptibles à la dégradation, tels les ODNs, et une variété
de vecteurs naturels et synthétiques a été développée pour améliorer le profil
pharmacocinédque et assurer le ciblage tissulaire de ces molécules. Les principales
caractéristiques des médicaments à base d’ADN ou d’ARN seront décrites dans les sections
suivantes en portant une attention particulière aux ODNs puisqu’ils font l’objet des études
expérimentales réalisées au cours de la thèse. Par la suite, les systèmes employés pour la
vectorisation des ODNs seront décrits en détails.
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Figure 1. Comparaison des différentes stratégies permettant de réguler à la baisse l’expression d’un
gène. Les oligonucléotides anfisens, les ribozymes et les petits ARNs interférants se lient à l’ARNm
par appariement \Vatson-Crick ce qui résulte ultirnement en l’inhibition de la synthèse d’une
protéine spécifique. Schéma adapté de Kurreck (2003) avec la permission de Blacliweil Publishmg.
1. Les ,boi’mes
Les ribozymes sont des oligoribonucléotides possédant une structure
tridimensionnelle bien définie et dotés d’une activité enzymatique leur permettant de cliver
des molécules d’ARNm en catalysant l’hydrolyse de liens phosphodiester (P0) et ce, de
manière hautement spécifique (6ecIi, 1987). Les ribozymes tête de marteau Q /iammerliead
riboJ!me ») ont été les plus étudiés pour des applications médicales. Ils sont composés de
deux bras capables de s’apparier avec le substrat, ainsi que d’un coeur catalytique composé
de 22 nucléoddes de séquence précise et de structure bien définie. Les bras du ribozyme
reconnaissent leur séquence complémentaire de part et d’autre d’un triplet NUH situé sur
l’ARN cible, où N est n’importe quel nucléotide, U est de l’uridine et H peut être de
l’adénine, de l’uridine, de la cytosine, mais pas de la guanine (Hase/o 1988. En présence
4d’ions magnésium, le coeur catalytique du ribozyme clive l’ARN à l’extrémité 3’ du triplet
NLH.
Les ribozymes ont été utilisés pour inhiber l’expression d’oncogènes et la réplication
virale, ainsi que dans l’étude du rôle joué par certains gènes dans les processus de
développement de l’être humain (James, 1998). Dans le cadre d’applications en culture
cellulaire ou in pipo, ils peuvent être transcrits à partir de plasmides transfectés à l’intérieur
des cellules cibles ou être administrés de façon exogène. Cependant, étant donné que
l’ARN est rapidement dégradé dans les milieux biologiques, les ribozymes synthétiques
doivent être protégés de l’hydrolyse enzymatique afin d’assurer une efficacité optimale.
L’incorporation de ribonucléotides modifiés peut augmenter la résistance aux nucléases.
Toutefois, lorsque ces nucléotides sont présents dans le coeur catalytique, un changement
conformationnel peut se produire menant à la réduction ou l’abolition de l’activité
catalytique. Par conséquent, ces modifications ne peuvent être appliquées à tout le
ribozyme (Sim, 2O0O. Afin d’améliorer la résistance à la dégradation, des désoxyribozymes
ou ADNzymes tel que le type 1O’-23’ ont été synthétisés et ont montré une bonne activité
catalytique (Santov, 1997). Cependant, bien que l’ADN soit plus stable que l’ARN, son
hydrolyse demeure assez rapide dans les milieux biologiques. Ainsi, dans la plupart des
études biologiques, ces molécules ont été modifiées à leur tour afin d’accroître davantage
leur stabilité (Smi, 2000). La résistance à la dégiadation enzymatique des
ribozymes/ADNzymes devra donc être améliorée avant qu’ils ne puissent constituer une
approche thérapeutique viable.
2. Les tetits ARN juterférauts
L’interférence ARN (« RNA inte/re,ice », iARN) est un mécanisme cellulaire
endogène impliqué dans la régulation post-transcriptionelle de l’expression génique (Fig. 2).
Ce phénomène a d’abord été observé chez les plantes et les champignons (Cogoni, 1997),
puis chez les invertébrés. En 1998, Fixe et al. démontraient que, chez le nématode,
l’expression d’un gène pouvait être inhibée de manière prolongée suite à l’injection
intracellulaire de longs fragments (> 30 nucléoddes) d’ARN double brin (Fin?, 1998). Ces
ARNs sont reconnus dans la cellule par l’enzyme Dicer puis sont clivés en duplexes de 21-
523 nucléotides caractérisés par 2 nucléotides non hybridés à l’extrémité 3’ de chaque brin.
Ces fragments sont appelés petits ARNs interférants (<t smal/ inteiftting RJ1s », pÀRNis).
Dans le cytosol, les pARNis interagissent avec diverses protéines pour former le complexe
RISC (t< RN4-induted silencing complex»). La séparation des 2 brins du pARNi par un
mécanisme adénosine-triphosphate ATP)-dépendant provoque l’activation du RISC et la
liaison du brin antisens à sa séquence complémentaire sur l’ARNm cible. Ce dernier est
fmalement clivé à environ 12 nucléotides de l’extrémité 3’ du pARNi et dégradé par des
nucléases. Le complexe RISC, quant à lui, est recyclé (GiÏrnoir, 2004).
Dicer<._______
ARN IPIIPPIPI
double brin IIIiIIIIIÏiIIIiIIIIII
4
pARNi
________
Formation du RISC
Séparation des 2 brins
Activation du RISC
Reconnaissance
de la cible
Clivage de I’ARNm
%% Recyclage du
complexe RISC
Figure 2. Mécanisme de l’iARN.
Bien qu’il fut établi assez rapidement que l’iARN était présente chez plusieurs
organismes, ce n’est qu’en 2001 que l’inhibition de l’expression génique par iARN fut
ARNm
4f
inhibition de
‘expression géni
6démontrée chez les mammifères E/bas/ii,; 2001). Ce délai est dû entre autres au fait que
l’injection de longs fragments d’ARN double brin dans le cytoplasme de cellules
mammifères produit des réactions inflammatoires menant à l’activation de la voie de
l’interféron, puis à l’induction de la protéine kinase PKR (W’i//iams, 1999). Puisque cette
dernière est connue pour inhiber le processus de traduction, son induction résulte en
l’inhibition non spécifique de l’expression génique. La présence du mécanisme d’iARN
chez les mammifères n’a pu être confirmée de façon non équivoque que lorsque des
pARNis synthétiques furent administrés à des cellules en culture (E/bashii; 2001).
Curieusement, la synthèse d’interféron n’est pas activée suite à l’administration de fragments
d’ARN double brin < 30 paires de bases.
Dans le cadre d’applications médicales, les pARNis, tout comme les ribozymes,
peuvent être transcrits dans les cellules à partir de plasmides ou être administrés de façon
exogène. Les pARNis induisent une forte inhibition de l’expression génique et ce, de façon
hautement spécifique. Cette efficacité peut être attribuée au fait qu’une molécule de pARNi
peut cliver à elle seule plusieurs ARNm. Lne étude récente démontrait que les pARNis
provoquent une inhibition de l’expression génique 100-1000 fois supérieure à celle produite
par les ODNs dans des cellules en culture (Bedrcmd, 2002. Toutefois, bien que très
puissants, les pARNis sont rapidement dégradés dans le sérum par des ribonucléases
endogènes (temps de demi-vie (t1 2) 5-60 mm) (Dyk\Ioonz, 2006). Des modifications
chimiques variées peuvent leur être apportées afm d’augmenter leur stabilité. Toutefois,
cela se fait souvent au détriment de leur activité et peu d’études rapportent l’efficacité iii ,imi
de pARNis modifiés Soutstiek, 2004). De plus, la toxicité de ces molécules est peu connue.
Par conséquent, il est prématuré d’affirmer que l’iARN peut mener au développement de
molécules thérapeutiques à la fois sécuritaires et efficaces.
Mentionnons finalement qu’il a été récemment découvert que des fragments
d’ARNs appelés microARNs sont impliqués dans la régulation de l’expression génique chez
plusieurs organismes y compris les mammifères (Cartliem, 2006). Les microARNs sont de
courts fragments (20-22 nucléoddes) d’ARN simple brin produits à partir d’un ARN
précurseur pré-microARN) possédant une structure de boucle en épingle à cheveux et
constitué d’environ 70 nucléotides. Dans le cytoplasme des cellules, le pré-microARN est
clivé par l’enzyme Dicer en microARN mature qui est alors incorporé dans le complexe
7() RISC de manière similaire à ce qui a été décrit plus haut pour les pARNis. Cependant,
contrairement aux pARNis, les microARNs peuvent se lier à 1’ARNm même si leur
séquence n’est pas tout à fait complémentaire à celle de ce dernier. Par un mécanisme qui
n’est pas encore tout à fait élucidé, l’ARNm est alors clivé ou non traduit, ce qui résulte en
l’inhibition de la synthèse d’une protéine spécifique (Sei’gmmi, 2006). Plusieurs articles
démontrent que la mutation, l’amplification ou la délétion des gènes codant pour les
microARNs pourraient contribuer au développement de certaines maladies telles le cancer
(Semgnaizi, 2006). Par conséquent, les nricroARNs pourraient éventuellement être utilisés
comme agents anticancéreux, bien qu’il soit encore trop tôt pout statuer sur le potentiel
thérapeutique de ces molécules.
3. Les o/iïo,mctéotic/es antisens
Les ODNs sont de courts fragments (17-22 nucléotides) simple brin d’ADN,
d’ARN ou de leurs analogues destinés à se lier de façon complémentaire à LkRNm ou ie
pré-ARNrn codant pour une protéine impliquée dans une maladie, inhibant ainsi la synthèse
de cette dernière. Ces molécules ont été synthétisées pour la première fois en 1967
(Be/ikoi’ti, 1967) et, It) ans plus tard, Zamecnik et Stephenson les proposaient comme une
nouvelle classe d’agents thérapeutiques après avoir constaté leur capacité à inhiber la
réplication virale dans des cellules infectées par le virus du sarcome de Rous (Zametwik.
1978, Step/enson, 1978). L’approche antisens est basée sur la spécificité de l’hybridation
Watson-Crick et sur le fait qu’il a été estimé qu’une séquence donnée de 17 bases
consécutives ne survient qu’une fois dans le génome humain.
3. 1 Aie’ca,zismes d’action des ODNs
Les mécanismes exacts au moyen desquels les ODNs se lient à leur cible et inhibent
la synthèse protéique ne sont pas clairement établis. Parmi les mécanismes d’action
suggérés, le plus accepté implique la formation d’un duplexe entre l’ODN et l’ARNm par
hybridation Watson-Crick, ce qui induit le clivage de l’ARNm par la ribonucléase H
RNAse H) (W’aïder, 1988). La RNAse H est une enzyme qui dégrade le brin ARN d’un
$O duplexe ÀRN-ADN (Civoke, 1998). Ce mécanisme est reconnu comme étant l’un des plus
efficaces pour réduire l’expression d’un gène car après la dégradation de l’ARNm, 1’ODN
est libre de se lier à un autre ARNm et son effet est donc amplifié. La RNAse H peut
réduire le niveau de 1’ARNm cible de 80-85° o par rapport au niveau initial (Pitoflo, 2003).
L’enzyme est principalement localisée dans le noyau, mais se retrouve également dans le
cytoplasme des cellules d’une variété d’organismes. Il a été démontré que le clivage par la
RNAse H est impliqué dans l’activité de plusieurs ODNs, dont l’ODN modèle utilisé dans
cette thèse (ISIS 3521) (Dean, 19941;; C’/)itmg, 1991). D’autres mécanismes d’action sont
assez bien documentés dans la littérature. Par exemple, les ODNs conçus pour se lier ii une
séquence non traduite en 5’ de l’ARNm ou au codon ÀLG initiateur de la traduction
peuvent bloquer stériquement la traduction en empêchant l’assemblage du rïbosome
(Crooke, 1999. D’autre part, certains ODNs peuvent former une triple hélice avec l’ADN
génomique double brin, ce qui entraîne l’inhibition de la transcription. Ce dernier
mécanisme, aussi appelé strategie anti<gèiie, a été découvert en 1987 (Le Doan, 1987, ZWose,;
1987). L’inhibition de la transcription résulte de la formation de ponts hydrogène de type
Hoogsteen entre les pvrirnidines de l’ODN et les purines d’un des brins de l’ADN cible
(Praseut/, 1999).
Par ailleurs, selon leur site de liaison sur l’ARN, les ODNs pourraient agir
plusieurs étapes du métabolisme intermédiaire de ce dernier. Par exemple, ils pourraient
affecter la stabilité du pré-ARNm en empêchant la polvadénylation de son extrémité 3’ ou le
coiffage de son extrémité 5’ par une guanosine méthylée. Egalement, ils pourraient nuire au
processus d’excision des mtrons, affectant ainsi l’épissage du pré-ARNm et empêchant la
production d’ARNrn mature. Cependant, il est à noter qu’aucune étude n’a démontré
l’existence de ces mécanismes d’action de manière directe et rigoureuse (Ctooke. 1999).
finalement, certains ODNs contenant des motifs CpG (i.e. des dinucléotides
cvtosine-guanine encadrés par 2 purines en 5’ et 2 pvriniidines en 3’) ont la propriété de
stimuler le système immunitatre et ce, indépendamment de leur activité antisens.
Lorsqu’administrés chez la souris, ils activent plusieurs cellules immunitaires dont les
macrophages, les lymphocytes B et les cellules tueuses naturelles (Kiity, 1995, Chace, 1997).
De ce fait, ces ODNs peuvent exercer une puissante action anti-tumorale, causant la
régression et même l’éradication de certaines tumeurs, comme il l’a été démontré chez des
9souris porteuses de neuroblastornes (Caipeutier, 1999). Plusieurs études sont présentement
en cours afin de déterminer si ces ODNs pourraient être utilisés dans l’immunothérapie du
cancer.
3.2 Sélection de ta séQuence ot’tirnate
En théorie, la sélection de la séquence d’acides nucléiques d’un ODN est simple
puisque la composition de 1’ARNm cible est connue. Cependant, l’ARNm forme des
structures intramoléculaires secondaires et tertiaires complexes, de sorte que l’accessibilité
de l’ODN est limitée à certaines régions (LL’na, 1992’). Par conséquent, en pratique,
seulement quelques ODNs peuvent s’hybrider à leur ARNm cible. La première étape dans
la sélection d’un ODN consiste donc à identifier les sites accessibles sur l’ARNm.
Idéalement, ces sites ne devraient montrer aucune homologie avec d’autres gènes
d’importance afin de limiter les interactions non spécifiques. Afin d’identifier les meilleurs
sites d’hybridation, plusieurs méthodes lu i’itro ont récemment été développées. La majorité
de ces techniques reposent sur une approche combinatoire basée sur des réactions
d’annelage entre l’ARNm et une librairie d’ODNs. L’accessibilité des sites sur l’ARNm est
évaluée, par exemple, par l’activité antisens des ODNs ou encore par la dégradation de
duplexes ARN-ADN par la RNAse H (< PX’lse H mappiu»). De plus, différents
programmes informatiques tels que «u/b/d» ou «R\A stiwciure» ont été élaborés afm de
prédire la structure secondaire de l’ARNm. Bien que ces logiciels ne permettent pas de
prévoir la structure tridimensionnelle de l’ARNm iii rit’o, ils ont l’avantage de réduire
substantiellement le nombre d’ODNs it tester par criblage à haut débit.
3.3 C’ornosition des ODNs
Au cours des premiers stades de développement, les ODNs étaient constitués de
liens P0 naturels (Fig. 3A). Cependant, ces molécules sont rapidement dégradées dans le
sérum et les milieux intracellulaires (‘ = 10-15 mm) (Caeucwe, 1987; Wiekst,vm, 1986’), et
n’ont donc pas atteint le stade des études chniques. Afin de faire des ODNs une stratégie
O thérapeutique prometteuse, diverses modifications chimiques leur ont été apportées dans le
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but d’augmenter la stabilité tout en compromettant le moins possible l’affinité et la
spécificité de l’hybridation avec l’ARNrn.
3.3. 1 Les modifications de première gé)zérat)n
Ces modifications consistent ii remplacer l’atome d’oxygène chargé du groupement
phosphate par un groupement méthyle (dérivés méthvlphosphonate, Fig. 3B) ou un atome
de soufre (dérivés phosphorotiiroate PS) Fig. 3C). Bien que les dérivés méthylphosphonate
soient résistants aux nucléases AIilIe,; i979, les duplexes qu’ils forment avec l’ADN
7l,fatsukHra, 1987) et l’ARN (Kean, 1994) sont moins stables que ceux formés par les dérivés
P0, ce qui reflète une affmité d’hybridation moindre. Ainsi, malgré le fait qu’une étude ait
démontré qu’ils sont aptes à inhiber la réplication virale in i’i/iv, leur faible affinité pour
l’ARN fait en sorte que de fortes concentrations (100-300 iI\1) sont requises potir
engendrer un effet (Smitti. 1986).
Parmi les ODNs modifiés, les dérivés PS sont sans aucun doute les plus
communément utilisés et les plus disponibles commercialement. jusqu’à maintenant, la
plupart des ODNs évalués dans les essais chniques sont constitués de liens P8 Piro//o, 2003;
G/eai’e, 2005). De plus, le seul ODN approuvé à ce jour par la « Food ami D17fg
Administnîtio,ï », Vitravene® (ISIS Pharmaceuticals et Ciba Vision) est également un dérivé
P5 (4Ianviek, 1998). Cet ODN est indiqué pour le traitement de la rétinite à
cytomégalovirus chez les patients atteints du syndrôme de l’immunodéficience acquise. Les
ODNs P5 ont été synthétisés à la fin des années 60 (De C’letcq, i969. Ils ont été évalués in
nitro pour la première fois en 1987 et se sont avérés efficaces pour inhiber la réplication du
virus de l’immunodéficience humaine VIH) dans des lymphocyte T infectés et ce, à une
concentration de I uM @iatsukum, 1987).
La présence de groupements thiophosphate accroît substantiellement la résistance
de 1’ODN à diverses exo- et endonucléases Eckstein, 1985, Stem, 1988). La demi-vie varie
de 7 à 19 h dans divers milieux biologiques tel que le sérum humain (CampheI/ 1990, ce qui
est considérablement plus long que pour les dérivés P0. Malgré une affinité d’hybridation
légèrement plus faible comparé aux ODNs P0, les ODNs constitués de liens P5 se lient à
leur ARNm cible de façon spécifique et conservent leur capacité à activer la RNAse H
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o (1?!er-Herqg, 1991, Kllïreek, 2003). L’ensemble de ces propriétés peut expliquer leur
popularité dans les essais cliniques. En effet, en 2005, plus de 600 0 des candidats testés
dans la cinquantaine d’études chniques en cours étaient des dérivés PS Ç-lhou/-Fadl, 2005).
Première génération
Troisième génération
Deuxième génération
NH2
Base
t o
o—”Ml
(Base
O OH
(G)
RO\ Base
c_\()/Base
(I)
figure 3. Principales modifications chimiques apportées aux ODNs. A) Phosphodiester, B)
Méthvlphosphonate, C) Phosphorothioate, D) 2’-fiuoro, E) 2’-O-mthv1e, F, 2’-O-méthoxvéthvle,
G) cides nucléiques peptidiques, H) Acides nucléiques verrouillés. I) Morphohno.
Par ailleurs, les dérivés PS ont la particularité d’interagir fortement avec les protéines
et ce, indépendamment de leur séquence (Bivwn, 1994; Eckstei,ï, 2000. Cette affinité non
spécifique améliore le profil pharmacocinétique des ODNs en réduisant leur élimination par
filtrahon rénale. L’interaction avec des protéines situées la surface et i. l’intérieur des
(A) X O
(3)X CH2
(C)XS
(D) X = f
(E)XOCH
(f) X OCH2CI-I,OCI-L
(H)
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cellules favoriserait aussi une meilleure capture cellulaire et une rétention intracellulaire
accrue, respectivement, relativement aux dérivés P0 (Bivwn, 1994, Toukinson, 1994).
Cependant, la forte affinité des dérivés PS pour les protéines ne comporte pas que des
avantages. En effet, elle peut provoquer plusieurs effets non spécifiques qui peuvent être
confondus avec l’effet antisens et compliquer l’interprétation des données expérimentales.
Par exemple, en se liant de façon non spécifique au facteur de croissance dérivé des
plaquettes, au facteur de croissance fibroblastique et ît son récepteur, au récepteur du
facteur de croissance endothélial vasculaire ainsi qu’au récepteur du facteur de croissance de
l’épiderme, les dérivés PS peuvent inhiber la prolifération cellulaire (Gin’akoi’a, i995,
FennewaÏd, /995, Rokwe//, 1997). Bien que l’emploi de contrôles adéquats, tel un ODN
aléatoire, permette de minimiser les erreurs d’interprétation, ces effets non spécifiques ont
considérablement ralenti la recherche et seraient responsables de la toxicité systémique des
dérivés PS. En effet, lorsqu’ils sont injectés chez les primates, les ODNs PS peuvent activer
le complément et interférer avec la cascade dc la coagulation (Heny, /997, WaI/ace, 1996).
Cela serait attribuable ii la liaison des ODNs ii certaines protéines plasmadques telles que le
Facteur H et différents facteurs de coagulation. Il est ii noter que ces effets sont transitoires
et liés à la concentration plasmatique en ODN Lei’i,i, i999. Ainsi, en contrôlant la dose et
la vitesse d’infusion, ces effets secondaires peuvent être minimisés. En conclusion, lorsque
prudemment utilisés, les dérivés PS sont une classe d’ODNs pouvant procurer une
inhibition spécifique et efficace de l’expression génique.
3.3.2 Les modifications de deuxième génération
En dépit d’une résistance aux nucléases accrue par rapport aux ODNs P0, le
métabolisme intracellulaire ses dérivés PS peut mener à une perte graduelle d’efficacité sur
une période de 1$-72 h. :\fm d’améliorer davantage la résistance aux nucléases, d’accroître
l’affinité d’hybridation avec l’ARN et de diminuer la toxicité non spécifique, des composés
de seconde génération ont été élaborés en incorporant en position 2’ du ribose des
substituants tels un groupement 2’-fluoro (Kawasaki, 1993), un 2’-O-a&yle (Iribarren, 1990;
moue, 1987a; McKay, 1996) ou un 2’-O-alkoxy (Baker, 1997) (Fig. 3D-F). Ces ODNs
forment des complexes plus stables avec l’ARN que les dérivés PS (Freier, 1997). De plus,
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ils offrent une excellente résistance envers les nucléases, surtout lorsque les liens P0 sont
substitués par des liens PS (Kawasaki, 1993, Baker, 1997). Une étude de la relation structure-
activité a permis d’établir que l’affinité d’hybridation avec l’ARN est inversement
proportionnelle à la taille du substituant de type 2’-O-alkyle (Lesnik, 1993). L’ordre de
stabilité suit la séquence suivante: 2’-fluoro > 2’-O-méthyle > 2’-O-éthyle > 2’-O-propyle
> 2’-O-butyle > 2’-O-pentvle. Etonnamrnent, cette relation n’a pas été mise en évidence
pour les ODNs substitués avec des groupements 2’-O-a&oxy. En effet, malgré la présence
de substituants volumineux, l’affinité d’hybridation de ces composés demeure excellente (De
Mesmaeker, 1995). Ce comportement serait dû à la présence du groupement éthylène glycol
qui permettrait à la chaîne latérale d’adopter une conformation éliminant les contraintes
stériques lors de l’hybridation.
Etant donné que ies analogues de deuxième génération ne sont plus constitués de
désoxyribonucléotides, ils n’ont pas la capacité d’activer la RNAse H. Ces molécules
agiraient, au moins en partie, en empêchant la liaison du ribosome à l’ARNm, bloquant ainsi
le processus de traduction (Baker, 1997). Cependant, pour la plupart des approches
andsens, le recrutement de la RNAse H demeure hautement souhaitable dans le but de
potentialiser l’activité des ODNs. Afin de combiner stabilité, affinité d’hybridation et
activation de la RNAse H, une stratégie basée sur les « gapmères» a été développée. Les
gapmères sont des ODNs chimériques constitués d’une région centrale comprenant des
nucléotides de type P0 ou PS, ainsi que d’un certain nombre de ribonucléoddes de type 2’-
0-aikyle ou 2’-O-alkoxy à chaque extrémité. Les modifications en bout de chaîne
préviennent la dégradation enzymatique, alors que la région centrale est reconnue par la
RNA5e H suite à l’hybridation de l’ODN avec l’ARNm. Il a été établi qu’un minimum de 4
et 5 nucléotides «pro-RNAse H » consécutifs est nécessaire afin d’activer respectivement la
RNAse H d’Eiije,ichia Co!i Inoue, 1987b et d’origine humaine (Moiïia, 1993). Cependant,
pour une inhibition optimale de l’expression génique, 6 à $ nucléotides centraux sont requis
McKaj, 1999).
Différentes études témoignent de l’efficacité des ODNs chimériques. Par exemple,
dans une étude réalisée in vitro, un ODN PS de 20 bases dirigé contre la protéine kinase C-
alpha et contenant 6 nucléotides de type 2’-0-(2-méthoxy)éthyle (2’-MOE) à chaque
extrémité s’est avéré respectivement 5 et 2,5 fois plus efficace à inhiber l’expression de
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O l’ARNm cible comparé à ses homologues PS non modifié et PS 2’-O-méthyle McKaji,
1999. L’efficacité in nivo d’un ODN PS 2’-MOE a également été démontrée chez la souris
après injection intrapéritonéale Q.p.) (Z/iang, 2003). Mentionnons qu’il a été démontré que
l’activité antisens des ODNs chimériques de type 2’-O-alkyle corrèle avec leur affmité
d’hybridation avec l’ARNm (Monia, 1993). D’autre part, l’addition de modifications de type
2’-O-méthyle ou 2’-MOE à un ODN PS a entraîné une diminution des effets non
spécifiques in pitiv et in i’ivo (Yoo, 2004; 4g,iwa/ 1997). Toutefois, étant donné qu’ils
interagissent moins avec les protéines, les ODNs de deuxième génération sont éliminés de
la circulation un peu plus rapidement que les dérivés PS (Gea,y, 2001).
3.3.3 Les modifications de troisième génération
Depuis quelques années, une variété de nucléotides modifiés a été développée afm
d’améliorer davantage certaines propriétés des dérivés de seconde génération telles leur
affmité d’hybridation et leur spécificité. Les modifications sont alors apportées aux liens
phosphate, au sucre ou aux deux à la fois. Étant donné la grande diversité d’analogues
investigués, seuls les plus prometteurs seront décrits ici.
3.3.3. 1 Les acides nucÏéiQltestettidigues
Les acides nucléiques peptidiques (ANPs) sont des analogues non ioniques des
ODNs dans lesquels le squelette désoxyribose-phosphate est remplacé par un polyamide
contenant des unités N-2-aminoéthyle glycine (fig. 3G). Ces molécules, introduites en
1991, sont capables de s’hybrider de façon hautement spécifique à leur séquence
complémentaire par appariement Watson-Crick et ce, avec une affinité remarquable NieLçe,z,
1991; EIjo/m, 1993). La stabilité des duplexes obtenus serait due à l’absence de répulsion
électrostatique entre les brins ainsi qu’à la flexibilité de la chaîne de l’ÀNP conférée par les
liaisons aminoéthyle. Les ANPs peuvent être facilement synthétisés à grande échelle par
des procédés similaires à ceux utilisés pour la synthèse des peptides (Egho/rn, 1997). De
plus, ils sont très stables dans les milieux biologiques (Demido, 1991).
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Même si les ANPs sont des molécules non chargées, ils sont intrinsèquement
hydrophiles et, de ce fait, pénètrent faiblement les membranes lipidiques (W’ittiing, 1995)
(Simmons, 1997). Leur nature peptidique les rend incapables d’activer la RNAse H et ils
agiraient plutôt en bloquant la traduction de l’ARNm (Ham;ey, 1992). L’efficacité de ces
molécules est donc strictement basée sur la stabilité des duplexes ANP/ARN.
Contrairement aux dérivés ?S, les ÀN?s interagissent faiblement avec les protéines
(Htmii/ton, 1996) ce qui réduit les interactions non spécifiques, mais cause une élimination
rapide de la circulation par filtration glomérulaire (Matdivssiau, 1997). Leur activité antisens
a été démontrée pour la première fois chez les eucaryotes lorsqu’un AN? de 20 bases dirigé
contre l’antigène SV40 T fut microinjecté dans des cellules en culture provoquant une
réduction significative de l’expression de la protéine (Haiwey, 1992). L’activité des ces
analogues a également été démontrée in vieo, où un AN? complémentaire à l’ARNm codant
pour le récepteur de la galanine fut injecté chez le rat (Poqga, 1998). Dans cette étude,
1’ANP était couplé chimiquement au transporteur peptidique pAnteniuedia (43-58) afin
d’augmenter sa capture cellulaire.
Bien que les résultats des travaux effectués avec les AN?s soient encourageants, de
nombreuses questions demeurent sans réponse. Par exemple, leur mécanisme d’action n’est
toujours pas totalement élucidé et peu d’information est présentement disponible
concernant les propriétés pharmacodynamiques et les effets de l’administration systémique
à long terme de ces molécules.
3.3.3.2 Les acides ,mcÏe’icittes verrouitÏés
En 1998, les laboratoires de Wenger (Koslikin, 1998/,; Koshkin, i998a, Kiima,; 1998) et
Imanishi (Obika, 1998 ont simultanément décrit la synthèse d’un nouvel oligomère baptisé
acide nucléique verrouillé ANV) (« /ocked ,mcleic acid»). Les nucléotides des ANVs
contiennent un pont méthylène reliant l’oxygène en position 2’ du ribose au carbone en
position 4’ (Fig. 3H). Le ribose est ainsi «verrouillé» dans une conformation mimant celle
de l’ARN standard. Cette structure bicycique confère aux ANVs une affinité d’hybridation
surpassant celle des ANPs (Braasch, 2OO2a, Wengel, 1999. Ces molécules peuvent être
obtenues facilement par les méthodes de synthèse conventionnelles de l’ADN, sont
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résistantes aux nucléases et ne causeraient pas de toxicité aigué (]Fa/ilestef/4 2000). Puisqu’ils
sont substitués en position 2’ du ribose, ces analogues ne recrutent pas la RNAse H et
inhiberaient directement la traduction (IïahÏesÏedt, 2000). Toutefois, l’enzyme peut être
activée par l’utilisation d’ÀNVs chimériques contenant une région centrale de 7-8
nucléotides ADN (Kurmk, 2002.
Puisque la découverte des ANVs est récente, peu d’études rapportent leur efficacité
iii vitro et iii vivo. Les ANVs et leurs homologues chimériques peuvent inhiber efficacement
l’expression génique in vitro lorsque dirigés contre différentes régions de l’ARNrn, bien que
les dérivés ciblant la région non traduite en 5’ soient les plus actifs (Braasc/], 2002b. In vivo,
un ANV dirigé contre l’ÀRNm codant pour une des sous-unités de l’ARN polymérase II et
administré pendant 14 jours par perfusion intraveineuse (i.v.) à des souris
immunosupprimées porteuses de tumeurs prostatiques a réduit de façon importante les
niveaux de la protéine et inhibé la croissance tumorale (T/uite; 2003). De la même manière,
un ODN chimérique s’est montré plus actif à diminuer l’expression du récepteur des
opioïdes chez le rat qu’un ODN classique PC (lFahlestetlt, 200Ø. Malgré ces résultats
prometteurs, il est connu que les ANVs possèdent une affinité exceptionnelle pour l’ARNm
pouvant mener à une dimirution de la spécificité de l’hybridation (L7iiiter. 2003). Des
études supplémentaires sont donc requises afin de déterminer si cet inconvénient sera un
obstacle au développement chnique de ces molécules.
3.3.3.3 Les ODNs mor/iotino
Les ODNs morpholino (OMs) sont des analogues non ioniques de l’ADN dans
lesquels le sucre est remplacé par un cycle morpholino et les liens PC par des liens
phosphoramidate (Fig. 31). Ces molécules sont résistantes aux nucléases (Hidia/v, 1996),
ont une affinité d’hybridation à l’ARNm similaire à celle des ODNs PC (Shi, 2001; Kinreek,
2003), sont solubles dans l’eau et leur coût de production est faible. Bien qu’ils n’activent
pas la RNAse H, ces analogues sont plus efficaces que les dérivés PC et PS et inhibent la
synthèse protéique de manière hautement spécifique (Taj’/o; 1996,’ ICishio, 2003; Ko. 2004).
in vivo, un 0M dirigé contre le récepteur androgène a été injecté par la voie i.p. chez des
souris porteuses de xénogreffes et a causé une diminution des niveaux intratumoral (i.t.) et
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prostatique du récepteur (Ko, 2004). Ces résultats très prometteurs ont conduit à l’étude
d’un 0M AVI-4126) en phase clinique I contre le cancer de la prostate. Cet ODN est
dirigé contre le gène c-»yc qui est impliqué dans l’hvperproliféradon des cellules tumorales et
la carcinogénèse. Il a été injecté en doses croissantes par la voie i.v. chez des volontaires
sains et n’a causé aucun effet secondaire sérieux jusqu’à une dose totale de 90 mg Ieenen,
2003). Dans une autre étude de phase I, l’accumulation i.t. de ce même ODN a été évaluée
chez des patients porteurs de tumeurs malignes du sein ou de la prostate. Des niveaux
significatifs d’ODNs intacts ont été détectés dans les tissus tumoraux excisés des patients et
ce, 24 h après l’administration i.v. d’une dose unique de 90 mg (Dei’i, 2005). Bien que ces
résultats soient encourageants, l’efficacité des OMs devra être cliniquement démontrée
avant qu’ils ne soient utilisés dans la thérapie du cancer.
En conclusion, les données présentement disponibles dans la littérature sur les
ODNs modifiés montrent qu’à part quelques critères évidents telle la biostabifité, il est
difficile de privilégier un analogue par rapport à un autre. En effet, la supériorité d’une
molécule antisens donnée n’a pas encore été démontrée de manière irrévocable. Par
conséquent, le choix de la structure devrait être fait suite à une comparaison directe dans un
modèle expérimental précis et, jusqu’à présent, ces études comparatives sont peu
nombreuses (Saani, 2001; Sauni, 2002, Griniwelle,; 2003).
4. Les défis inhérents à l’administration des QDNs
Pour être efficaces, les ODNs doivent s’accumuler dans les tissus cibles après une
administration systémique. Cependant, lorsqu’ils sont injectés par voie i.v. ou sous-cutanée
(s.c.), ils sont éliminés rapidement de la circulation et se concentrent principalement dans le
foie et les reins. Ainsi, le traitement de maladies autres que celles affectant le tissu hépatique
ou rénal est problématique lors de l’administration d’ODNs sous forme libre. Par ailleurs,
les ODNs doivent être résistants à la dégradation enzymatique, capturés par les cellules,
puis capables d’atteindre le cytoplasme et/ou le noyau en quantité suffisante. Bien que les
modifications chimiques décrites plus haut aient augmenté la résistance aux nucléases, les
ODNs, modifiés ou non, pénètrent faiblement au travers des membranes cellulaires en
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raison de leur taille, leur hvdropbiiie et leur charge négative (s’il y a lieu). La fraction
d’ODNs qui pénètre dans les cellules serait capturée par endocvtose Loke, 1989, Yakuboi’,
1989. Toutefois, ce mécanisme est non spécifique et peut mener à la présence d’ODNs
dans des tissus autres que ceux ciblés. De plus, suite à l’endocytose, les ODNs se
retrouvent prisonniers des endosomes et des ivsosornes. Ces organelles sont généralement
considérées comme une impasse pour les ODNs. En effet, bien qu’une faible proportion
parvienne à s’en échapper et rejoigne le cytoplasme par un mécanisme inconnu, la majeure
partie est expulsée des cellules par exocvtose ou partiellement digérée par les multiples
enzymes hvdrolvtiques présentes dans les lvsosomes (Tonktuson, 1994). Finalement, bien
qu’il ait été démontré qu’une fois dans le cytoplasme, les ODNs s’accumulent dans le noyau
des cellules par diffusion (Cliin, 1990; Leonetti, 1991), s’ils ne sont pas suffisamment
résistants à la dégradation, ils peuvent être inactivés plus ou moins rapidement par les
nucléases présentes dans le cytosol. Ainsi, avant de pouvoir atteindre leur site d’action, les
ODNs doivent franchir plusieurs barrières biologiques.
5. La t’ectoiisation des ODI\s
Afin de cibler spécifiquement les tissus d’intérêt, d’améliorer la capture cellulaire et
d’optimiser le transport intracellulaire des ODNs, plusieurs types de vecteurs ont été
élaborés. Ces derniers doivent satisfaire à un certain nombre d’exigences (Masin)battista,
2006). Ils doivent évidemment être non toxiques, non immunogéniques, biocompadbles et
idéalement biodégradables. Si ce dernier critère n’est pas rencontré, le vecteur doit pouvoir
être éliminé par filtration glomérulaire de manière à prévenir son accumulation dans
l’organisme. Suite à une administration systémique, le vecteur doit demeurer stable dans la
circulation le plus longtemps possible afin d’éviter la libération prématurée de l’ODN dans
le sang. De plus, il doit, dans la mesure du possible, éviter d’être capturé par les organes du
système des phagocytes mononucléés (SPM) tels le foie, les reins, la fate et les poumons, qui
sont des sites d’élimination majeurs. L’accumulation de l’aDN au site visé peut être
favorisée par la prolongation des temps de circulation du vecteur. En effet, si ce dernier
circule suffisamment longtemps, il pourra gagner la matrice extracellulaire du tissu cible par
extravasadon en exploitant, par exemple, la perméabilité accrue du lit vasculaire des tumeurs
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solides. Afm de prolonger les temps de circulation du vecteur, des modifications peuvent
lui être apportées telles la modulation de la charge de surface et l’inclusion de chaînes de
pohT(éthylène glycol) (PEG). Le PEG est une macromolécule hydrophile et flexible qui crée
une barrière stérique autour des vecteurs et les protège de l’interaction avec divers éléments
du plasma telles que les opsonines qui accélèrent leur capture par le SPM. De plus, dans
certains cas, le PEG stabilise les vecteurs et limite leur agrégation dans la circulation.
Par ailleurs, une fois dans l’interstitium, le vecteur doit se distribuer de façon
optimale dans le tissu. Ce processus peut être entravé par des interactions non spécifiques
avec les composantes de la matrice extracellulaire et, dans le cas des tumeurs, par une
pression interstitielle élevée causée par une réduction du drainage lymphatique. Le vecteur
doit également reconnaître les cellules cibles et s’y lier de manière à favoriser sa capture
cellulaire par endocytose. Ce phénomène peut être grandement facilité par l’ajout d’une
molécule de reconnaissance qui permet au vecteur d’être capturé uniquement par les cellules
exprimant un récepteur spécifique (voir le Tableau I pour les principaux ligands utilisés
pour le ciblage actif des ODNs). Finalement, une fois dans la cellule, le vecteur doit
permettre la libération endosomale de 1’ODN et ce, avant que les endosomes ne
fusionnnent avec les lysosomes où l’ODN peut être dégradé (L;iio, 2000).
Étant donné le nombre de paramètres à considérer, il est évident que le vecteur idéal
doit être doté de plusieurs composantes accomplissant chacune une tâche précise. Comme
nous le verrons dans les prochaines sections, rares sont ceux qui réussissent sur tous les
plans. De plus, il faut noter que même s’il a été démontré que les ODNs peuvent pénétrer
dans certains tissus après une administration systémique sans l’aide de vecteurs (Moiiia,
1996a, Monia, 1996b, ces derniers sont essentiels pour optfrser le profil
pharmacocinédque des ODNs et pour assurer un ciblage tissulaire.
5.1 Les vecteurs viraux
Bien qu’ils ne soient pas utilisés pour véhiculer des ODNs, on ne peut passer sous
silence l’emploi des vecteurs viraux étant donné l’intérêt qu’ils suscitent en thérapie génique
(Yomzg, 2006). Ces vecteurs sont obtenus suite au remplacement d’une partie du génome
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Tableau I. Principaux ligands utilisés pour cibler les ODNs in vitro et in vivo
Ligands
______Cellules
cibles Références
Asialoglvcoprotéine Hépatome humain (HepG2) (Rq/ui; 1997),
(Wt, 1992)
Fucose Carcinome pulmonaire humain (A549) (Stewai, 1996)
Mannose Promonocvtes (U937), macrophages péritonéaux (Bon/iL, i992a
Macrophages murins (3on/ii. 19926)
Macrophages alveolawes humains (LJan3, 1996)
Cellules de Kupffer (Mahato, 1997)
Galactose Hépatocvtes Q’v[ahato, 1997)
facteur de croissance de Carcinome pulmonaire humain (A549) (De.6)hande, 1996)
l’épiderme
Acide folique Carcinome ovarien (FD2008, CR0) CLi, 1998)
Cellules leucémiques humaines (HL-60) (Ct½v, 1994)
Carcinome épidermique humain (1KB) (Jeoig. 2005),
(Kim, 2006),
(Wang, 1995)
Transferrine Ervthroblastes (Wégnei; 1996)
Cellules leucémiques humaines (FIL-60) (Citro, 1992)
Carcinome épidermique humain (1KB) (I ‘inqgmdov, 1999
Albumine Cellules endothéliales hépatiques (Bartsch, 2005),
(Baïsdi, 2002)
Anticorps
RVS-10 Glioblastome humain (U87-MG) (Wilker, 1995)
OX-26 Cellules endothéhales de cet-veau de rat RBE4) Ç\o,mand-Sdiqtii.
1998)
And-HER2 Carcinome mammaire humain (SK-BR-3, MCF-7) M9er, 1998)
Anti-CDI9 Lymphome humain (clone MDR4) (Stuart, 20006)
Anti-diasialoganglioside Neuroblastome et mélanome humains (Pagmin, 2006),
(Pastorino, 2003)
d’un virus par un gène thérapeutique. Le premier succès dans le domaine de la médecine
génétique a été obtenu grâce à ces vecteurs. En 1989, de l’ADN plasmidique était transféré
dans le génome d’un humain à l’aide d’un rétrovirus (Rosenteig, 1996). Depuis ce temps,
plusieurs études visant le transfert de gènes chez l’humain ont été approuvées et plus de
1100 essais cliniques sont actuellement en cours à travers le monde1. Le trois quart de ces
études sont effectuées avec des vecteurs viraux, alors que dans les 25° o restants, l’ADN est
administré sous forme libre ou associé à des vecteurs synthétiques. Parmi les vecteurs
viraux, les adénovirus et les rétrovirus sont les plus couramment utilisés étant donné leur
grande efficacité de transfection.
Selon les données publiées parle Jonrna/ of GeneMedetine http://www.wilev.co.uk/genrned/clinical/).
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En 1999, le décès d’un patient et en 2002, le développement de leucémies chez 2
enfants sont survenus suite ii l’administration de vecteurs viraux (Racein-3’y-/1bina, 2003;
LeI]rman, 1999; ars/]a// 1999; Rtipe; 2003). Ces incidents ont ralenti considérablement le
développement chnique de ces véhicules et ont mis en évidence plusieurs de leurs
inconvénients, tels leur antigénicité. Toutefois, cela n’a pas empêché la poursuite de la
recherche dans ie domaine. D’ailleurs, en 2003, la Chine a approuvé l’utilisation d’un
adénovirus pour l’administration i.t. du gène p53 indiqué en combinaison avec la
radiothérapie conventionnelle pour le traitement des carcinomes squameux de la tête et du
cou (Pen 2005). Ainsi, bien que la prudence s’impose, l’insertion génomique d’ADN
plasmidique constitue toujours aujourd’hui une approche séduisante pour remédier
certaines conditions médicales ne bénéficiant pas de traitement efficace.
5.2 Les vectetirs svnthe’tigties
Pour pallier les inconvénients des vecteurs viraux tels que l’antigénicité et la
pathogénicité, une variété de vecteurs synthétiques lipidiques, polymères et peptidiques a été
développée. Ces vecteurs, qui peuvent être utilisés pour le transport d’ADN ou d’ODNs,
sont plus sécuritaires, plus flexibles et plus faciles à produire que les vecteurs viraux.
Cependant, ils sont moins efficaces que ces derniers et, s’ils ne sont pas optimisés pour les
conditions prévalant in vivo, ils peuvent parfois être toxiques et instables dans la circulation.
Les sections suivantes décrivent les principaux vecteurs utilisés pour l’administration
d’ODNs. Il est à noter que la grande majorité des études citées ont été effectuées avec des
ODNs P0 ou PS, et, de ce fait, la capacité du vecteur à protéger ces ODNs de la
dégradation enzymatique est un attribut souhaitable.
5.2. 1 Les vecteurs d base de titides
Ces vecteurs se présentent surtout sous la forme de liposomes constitués de lipides
amplirphiles naturels ou synthétiques. Les ODNs peuvent être encapsulés à l’intérieur du
liposome ou encore liés à sa surface par interactions électrostatiques. Ces vecteurs sont très
versatiles. En effet, ils peuvent être préparés de manière à protéger leur contenu d’une
22
dégradation prématurée, augmenter leur capture cellulaire, prolonger leur temps de
circulation, cibler les cellules d’intérêt et/ou induire la libération contrôlée du matériel qu’ils
transportent.
5.2. 1.1 EncabsttÏation dans des tibosomes tvnventionneÏs
Etant donné que les ODNs sont des molécules hydrophiles, ils peuvent être
encapsulés dans la cavité aqueuse de liposomes neutres (Wielbo, 1996,- K/imuk, 2000) ou
anioniques Ç4khtai; 1991; Poimappa, 1998). L’encapsulation peut être réalisée par
évaporation en inversion de phase ou encore par la méthode classique d’hydratation
extnrsion (Oison, 1979. Ces procédés permettent de contrôler facilement la taille des
liposomes. L’ODN ainsi encapsulé est protégé de la dégradation par les nucléases.
Toutefois, leur désavantage majeur réside dans les faibles efficacités d’incorporation
obtenues (typiquement 2O0o et moins) et ce, sur-tout lorsque les liposomes sont de petite
taille (<200 nm). Àfm de remédier à ce problème, d’autres protocoles ont été élaborés.
L’emploi d’une technique appelée o encapsulation d’un volume minimum» (o mi,umum
volume entrapment ») a permis d’atteindre des efficacités d’incorporation de 50 à 70°’ (T/iier,y
1992; T/]ier,7, 1993). Les liposomes ainsi préparés ont été utilisés pour l’administration in
vitro d’ODNs et sont composés de phosphatidylcholine (PC), de cholestérol (Chol) et de
cardiolipide (ratio molaire 10 :7 :0.5). Le cardiolipide (diphosphatidvlglvcérol ou
cardiolipine) est un lipide retrouvé dans la membrane mitochondriale interne de cellules
métaboliquement actives telles que les cellules cardiaques et musculaires. Il interagit avec
un grand nombre de protéines mitochondriales et est nécessaire au fonctionnement des
complexes protéiques impliqués dans le processus de pliosphorylation oxydative (Haines,
2002). L’encapsulation d’ODNs dans ces liposomes a permis de diminuer la résistance à la
doxorubicine des cellules SKVLB en réduisant la synthèse de la ghTcoprotéine P et ce, de
manière plus efficace que l’ODN libre. Cependant, la dose d’ODN requise pour engendrer
cet effet était élevée (5 la toxicité de ces liposomes n’a pas été évaluée (le cardiolipide
peut être toxique) et leur taille n’a pas été précisée. Par ailleurs, des efficacités
d’incorporation variant entre 40 et CO°’o ont été obtenues récemment pour des liposomes
composés de 1 ,2-dioléoylphosphatidylcholine (DOPC) / 1 ,2-dioléoylphosphatidylglycérol
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(DOPG) (240 nm) suite à la diminution de la force ionique du tampon d’hydratation et à
l’inclusion d’une proportion de DOPG ne dépassant pas 20°’ Lakkarqjzi, 2001).
L’efficacité de ces liposomes a été démontrée in pit,v, mais aucune étude in i,mi n’a encore
été réalisée.
Quelques études témoignent de l’activité biologique d’ODNs encapsulés dans des
liposomes suite à leur administration systémique chez l’animal (W>ieÏho, 1996, Ktimi,k, 2000;
Ponnappa, 1998. Cependant, étant donné les faibles efficacités d’incorporation, une dose
importante de lipides doit être injectée pour produire un effet (50-300 mg/kg. Par
conséquent, certains chercheurs se sont tournés vers des applications locales. Par exemple,
des liposomes PC /Chol/distéarovlphosphaddyléthanolamine-PEG 2000 (DSPE-PEG)
(ratio molaire 64:30:6) contenant un ODN modèle (15’ d’incorporation) ont été dispersés
dans un gel thermosensible de poloxamère 407 dans le but de développer une nouvelle
forme pharmaceutique pour l’administration oculaire d’ODNs. Ces travaux ont démontré
que les liposomes freinent la diffusion de l’ODN dans le gel et ce, jusqu’à ce qu’ils soient
déstabilisés par les molécules de poloxamère libérées lors de la dissolution du gel (Bochot,
1998a. Cependant, lors de l’évaluation in i’ii’o du système, des quantités très faibles d’ODN
ont été retrouvées dans les différents tissus oculaires. Ainsi, les auteurs ont conclu que
l’encapsulation liposomale n’est pas un moyen efficace d’administrer topiquement des
ODNs (Bochot, Ï998b.
5.2. 7.2 EncatsuÏation dans des liposomes sensibles autH
Qu’ils soient munis ou non d’un ligand, les liposomes pénètrent dans les cellules par
endoctose (Zeiphat4 1996a. Par conséquent, ils se retrouvent ultimement dans les
hrsosomes où ils sont dégradés avec leur contenu. La quantité d’ODN qui évite la
dégradation et rejoint le cytoplasme est très faible ce qui peut expliquer les fortes doses
requises pour engendrer les effets biologiques décrits plus haut. Afin de minimiser la
dégradation lysosomale et ainsi augmenter l’efficacité et la biodisponibilité intracellulaire des
ODNs, des liposomes sensibles au pH ont été développés. Ces liposomes exploitent le
gradient de pH présent dans les endosomes et les lysosornes. En effet, le pH des
endosomes est légèrement plus acide que celui du cytoplasme (5,0-6,5 vs. 7,4,
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respectivement) et s’approche de 4,5 dans les lysosornes Asoka,i, 2002). Cette acidification
progressive est due à l’action d’une pompe membranaire HATPase et est nécessaire à
l’action des diverses enzymes lysosomales.
Les liposomes sensibles au pH ont une composition lipidique leur permettant d’être
stables à pH neutre, mais instables à pi-I acide. Ils sont constitués majoritairement d’un
lipide fusogène, la dioléoylphosphatidvléthanolamine (DOPE). À cause de sa structure en
cône inversé, la DOPE ne peut former de bicouches lamellaires à pH neutre et adopte
plutôt une organisation en phase hexagonale inverse à la température de la pièce.
Cependant, lorsqu’elle est associée avec d’autres lipides, des vésicules liposomales peuvent
être obtenues. C’est le choix judicieux de ces lipides qui peut mener à l’obtention de
liposomes sensibles au pH (Colluizs, 1989. Dans le cas des formulations utilisées pour
véhiculer des ODNs, la DOPE a été combinée avec des lipides acides amphiphiles tels que
l’acide oléique (AO) ou l’hémisuccinate de cholestérle (CHEMS) (Fattai 2004). A pH
neutre, ces additifs sont ionisés et maintiennent les liposomes en phase lamellaire.
Cependant, une diminution du pH du milieu entraîne leur protonation, la disparition de leur
effet stabilisant et le retour à la phase hexagonale inverse. Dans l’environnement acide des
endosomes, la déstabilisation des liposomes et/ou leur fusion avec la membrane
endosomale favorise la libération du matériel encapsulé dans le cytoplasme des cellules.
Les liposomes sensibles au pH ont été rapidement considérés pour l’administration
d’ODNs. En principe, ils potentialiseraient leur activité biologique en augmentant leur
capacité à atteindre leur site d’action intracellulaire. In vit,v, il a effectivement été démontré
que les propriétés antivirales de certains ODNs sont améliorées suite à leur encapsulation
dans des liposomes sensibles au pH (Ropert, 1992; Diiunes, 2001). Cependant, l’efficacité
des liposomes sensibles au pH ne serait pas due à la déstabilisation de la membrane
endosomale, mais plutôt à une capture cellulaire accrue comparativement aux liposomes
conventionnels (Ropen, 1993). Mentionnons que la capture des deux types de liposomes est
favorisée par l’infection virale et liée à un phénomène d’endocytose «réflexe» causée par
l’exocytose du virus (Ropert, 1996). Les liposomes sensibles au pH seraient capturés de
manière plus importante par les cellules infectées à cause de la présence du DOPE, qui
favoriserait l’association cellulaire des liposomes par un mécanisme non spécifique (Fatta/
2004). A cet égard, plusieurs études ont démontré que des liposomes DOPE:CHEMS (3:2)
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sont capturés substantiellement par des cellules en culture comparativement à des
liposomes conventionnels ne contenant pas de DOPE (Ska!ko-Basnet, 2002, Ln/mh, 2000).
Par ailleurs, des immunoliposomes sensibles au pH ont été préparés et se sont avérés
capables d’augmenter spécifiquement la capture cellulaire (Ma, 1996) et l’activité d’ODNs
(Se/t’a»i, 1996). Toutefois, il n’a pas été démontré là non plus que l’efficacité accrue de
l’ODN pouvait être imputée à la sensibilité au pH des liposomes proprement dite.
In 1)11)0, l’adi stration des liposomes sensibles au pH composés de DOPE et d’AO
pose deux problèmes majeurs. Premièrement, ils sont rapidement opsonisés et éliminés de
la circulation en s’accumulant dans les macrophages du foie et de la rate (Connor, 1986).
Deuxièmement, les liposomes de taille supérieure à 200 mn s’agrègent en présence de sérum
ou de plasma CLiii, 1989b. La stabilité des liposomes peut être améliorée par l’ajout de
Chol, mais cela se fait au détriment de la sensibilité au pH (Lit’, 1989a. Etonnamment, les
liposomes ayant une taille inférieure à 200 nrn ont un comportement opposé et sont
stabilisés dans le plasma suite à l’insertion de protéines plasmatiques dans la bicouche
lipidique (Lin, 1989b; De Oui”eita, 2000). Cependant, ce phénomène provoque du même
coup l’extraction des molécules d’AO, ce qui diminue la sensibilité au pH. Etant donné que
le CHEI’vIS est extrait moins facilement que l’AO, les liposomes composés de
DOPE:CHEMS seraient moins susceptibles de subir cet effet (Fatta/ 2004). La seule étude
d’efficacité réalisée in vivo avec des liposomes sensibles au pH a d’ailleurs été effectuée avec
des liposomes DOPE:CHEMS:Chol (ratio molaire 7:4:2) contenant un ODN dirigé contre
le facteur onconécrosant-alpha (« turnor netTos frctor-a/pIa, TNF-Œ » sécrété par les
macrophages du foie. L’injection i.v. des liposomes (15-17 mg/kg chez le rat a
efficacement diminué les niveaux hépatique et plasmatique de TNF-Œ, alors que les
contrôles (liposomes conventionnels et liposomes sans ODN) n’ont eu aucun effet
(Ponnappa, 2001).
Bien que cette étude démontre le potentiel in vivo des liposomes sensibles au pH,
leur administration à des tissus autres que ceux du SPM demeure problématique étant
donné la rapidité du processus d’opsonisation. L’ajout de chaînes de PEG à la surface des
liposomes peut permettre de limiter la capture par le SPJ\1 et de prolonger les temps de
circulation. Cependant, lorsqu’ajouté à des liposomes sensibles au pH, le PEG diminue la
sensibilité au pH (S/epushkin, 1997, Liu, 1990). Ainsi, bien que conceptuellement très
26
attrayants, les liposomes sensibles au pH font face à d’importants obstacles qui restreignent
leur application in vivo.
5.2. 1.3 Encatisutation dans des virosornes
Les virosomes sont des liposomes contenant des protéines virales ancrées à leur
surface. Selon leur nature, ces protéines peuvent fusionner avec la membrane cellulaire ou
endosomale, permettant ainsi l’introduction du contenu des liposomes dans le cytoplasme
des cellules. Pour le transport d’ODNs, les virosomes les plus étudiés sont des liposomes
anioniques de composition variée complexés avec les protéines de l’enveloppe du virus
Sendai inactivé (Ivloiishita, 1993; Ko,idoh, 2000; Matsuo, 2000; Kmzisawa, 2005). Contrairement
à la majorité des protéines virales, les protéines provenant du virus de Sendai peuvent
fusionner directement avec la membrane cellulaire à pH physiologique, évitant ainsi la
dégradation lysosomale de l’ODN (Daemen, 2005). L’enveloppe de ce paramoxyvirus est
constituée de deux glvcoprotéines distinctes : la neuroaminidase hémorragique et la protéine
de fusion F. La neuroamînidase hémorragique est requise pour la liaison du virus à la
cellule hôte. La protéine de fusion F, quant à elle, serait responsable du processus de fusion
proprement dit suite à son insertion dans la membrane lipidique par interactions
hydrophobes (Hoekstra, 1989, Dau, 199g. Cette protéine est constituée de deux sous-
unités, F1 et F2, reliées par un pont disulfure. L’activité fusogène serait localisée dans une
région hydrophobe située à l’extrémité N-terminale de la sous-unité F1. Les mécanismes
moléculaires du processus de fusion ne sont par totalement élucidés. En effet,
contrairement aux protéines virales subissant un changement de conformation en fonction
du pH, le stimulus moléculaire responsable de la fusion à pH physiologique est plus
difficilement identifiable. Dans une étude effectuée par Kumar et al., l’existence d’une
protéine de 45 kDa complexée par interactions hydrophobes à la protéine F et dotée d’une
activité protéolytique a été mise en évidence (Kurnar, 1997). La liaison de cette protéine à
son substrat sur la surface de la cellule hôte entraînerait la digestion de ce dernier,
provoquant simultanément le changement de conformation du complexe et facilitant ainsi
l’interaction de la protéine de fusion F avec la membrane cytoplasmiquc.
Lorsqu’administrés à des cellules en culture, les virosomes préparés avec le virus de Sendai
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(E inactivé augmentent la capture cellulaire, améliorent la distribution intracellulaire et
potentialisent l’activité des ODNs. Cependant, in i’ieo, ils sont immunogènes (Ear 1988).
De plus, ils sont compliqués à préparer, interagissent de manière non spécifique avec les
cellules et sont instables dans le plasma et le sérum ce qui limite grandement leur utilisation
thérapeutique (Zeipliati, 1996a).
5.2. 1.4 C’orntexation à des Ïiides o,’ Ïi/osornes cationiQttes
En 1987, un lipide cationique synthétique, le chlorure de N-[1-(2, 3-
dioléyloxy)propyl]N,N,J\Ltriméthylamrnonium (DOTMA), était utilisé pour la première
fois avec succès à des fms de transfection (Fetgnei; 1987). Depuis ce temps, une grande
variété de lipides cationiques a été synthétisée et est maintenant disponible
commercialement (Fig. 4 et Tableau 2). Encore aujourd’hui, ces formulations sont de loin
les vecteurs lipidiques les plus populaires pour véhiculer de l’ADN. La plupart d’entre elles
sont constituées d’un lipide cationique combiné à un lipide fusogène telle que la DOPE.
Dans ce cas, des liposomes proprement dits sont obtenus. Précisons que lorsqu’utilisé seul,
le lipide cadonique ne s’organise pas en bicouches lamellaires et ne forme donc pas de vrais
liposomes. Cependant ici afin de ne pas alourdir le texte, le terme liposome sera utilisé
indistinctement.
Des «lipoplexes» sont obtenus spontanément suite à la complexation par
interactions électrostatiques d’acides nucléiques et de liposomes cationiques préformés
Meidan, 2000). Dans le cas des complexes à base d’ODNs, la nature de la formulation
liposomale et la composition de l’ODN peuvent influencer l’efficacité de l’interaction
(Meidan, 2001; Riioi, 2005). Par ailleurs, les propriétés physico-chimiques des lipoplexes
dépendent de plusieurs facteurs tels que le ratio de charges [+/_], la force ionique du milieu
ainsi que la concentration, la vitesse de mélange et l’ordre d’addition des composants
([&ïskelàinen, 1994; Jdïske/tïinen, 1998). Habituellement, le ratio de charges final est
légèrement positif afin de favoriser l’interaction des complexes avec les membranes
cellulaires chargées négativement (Pirei; 1999). De manière générale, le processus
d’association est difficile à contrôler ce qui résulte en l’obtention de lipoplexes de taille
variable (entre 250 nm et I m) et plus ou moins hétérogène.
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La vectorisadon d’ODNs au moyen de lipides cadoniques a été effectuée pour la
première fois en 1992 (Bemiett, 1992). L’activité biologique d’un ODN PS dirigé contre la
molécule d’adhésion intracellulaire humaine Q< lumian iiitrace/hilar adhiesion mo/ecn/e », ICAM-1)
et administré à l’aide de la Lipofecdn® a été augmentée d’un facteur 1000, ce qui correspond
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Figure 4. Principaux lipides cadoniques employés pour la vectorisadon d’ODNs. DODAB:
bromure de diméthyldioctadécylammonium ; DOTMÀ: N-[1-(2, 3-dioléyloxy)propyl]-hÇN,N-
trhuéthylammonium; DOTÀP: 1,2-dioléoyl-3-trhuéthylammonium propane; DPvII{IE: bromure de
1 ,2-dirnyristvloxypropyl-3-dirnéthylhydroxyéthylammonium; DOSPA : dioléoyl
oxypropyldiméthylammonium amidospennine; DOGS dioctadécylamidoglycvlspermine.
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Voir la légende de la Figure 2 pour la liste des acronymes.
b Exemples démontrant l’efficacité des différents hpoplexes in vihv.
à une association cellulaire 10-20 fois supérieure comparé à l’ODN libre. D’autres études
exemplifiant l’efficacité in i’itiv des principales formulations liposomales utilisées pour
véhiculer des ODNs sont citées dans le Tableau 2. L’excellente performance des liposomes
cationiques peut être expliquée par le fait qu’en pius d’accroître substantiellement la capture
cellulaire des ODNs, ils les protègent efficacement de la dégradation par les nucléases
(Capac’do/i. 1993; Lappalainen. 199-lb) et modifient leur distribution intracellulaire en
augmentant leur accunmlation dans le noyau (Bennett, 1992; LeppaIainen. 1991a, Cumin,
1993). Ce dernier phénomène est surtout favorisé par les formulations contenant de la
DOPE. En effet, à cause de ses propriétés fusogènes, la DOPE faciliterait la déstabilisation
de la membrane endosomale et le transfert des ODNs dans le cytoplasme et le noyau des
cellules (Farhood, 1995). Tous ces attributs font qu’avec les liposomes cationiques, il est
possible d’obtenir une activité antisens sur des cellules en culture à des concentrations en
ODN de l’ordre du nanomolaire. Mentionnons que même si ces formulations peuvent être
toxiques envers les cellules (Capaciro/i, /993, Lappalainen, 199-la), la concentration en lipides
requise pour augmenter l’activité des ODNs est généralement beaucoup plus faible que celle
induisant de la cvtotoxicité.
Bien que les liposomes cadoniques puissent fusionner directement avec la
membrane cellulaire (Bemiett, 1992; QatiroIi, 1993), il est connu aujourd’hui qu’ils pénètrent
dans les cellules par endocvtose (Zephati, l996h. En dépit du fait que plusieurs expériences
aient démontré sans équivoque que les liposomes cationiques facilitent le passage des
ODNs de l’endosome au cytoplasme, le mécanisme exact au moyen duquel ils y
Tableau II. Exemples de formulations de liposomes cationiques disponibles
commercialement et utilisées pour véhiculer des ODNs
Nom commercial Compositiona
- Ratio molaire Référencesb
DOTÀP DOTAP --- (-1be, 1998), (Rocbigue 1999)
Transfectam DOGS --- (Lu’tgne. 1997)
Lipofectin DOTMA/DOPE 1:1 (Benne!!, 199_7), ((‘umin. 1993),
( Be,inett, /994) ,(Kanamaru, / 998)
LipofectAMINE’ DOSPA/DOPE 3:1 (W7//icims. / 996)
LipofectÀce DODÀB/DOPE 1:2,5 (Lippcilainen, 19946),
(Lippa/aineiz, 1994a)
2:1 (Lavis, 1996)
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parviennent n’a pas encore été clairement identifié. Une étude fort convaincante effectuée
par Zeiphati & Szoka suggère qu’après l’endocvtose de lipoplexes DOTAP/ODN, le lipide
cadonique induirait le «flip-flop» de lipides anioniques situés principalement du
côtécvtoplasmique de la membane endosomale. Ces derniers diffuseraient alors dans le
complexe, neutralisant le lipide cadonique et déplaçant du même coup l’ODN qui serait
alors libéré dans le cytoplasme (ZepÏa/i, /99C). Plus récemment, ce modèle a été étendu de
manière à expliquer le mécanisme au moyen duquel les formulations contenant de la DOPE
déstabiliseraient la membrane endosomale. En utilisant la résonance magnétique nucléaire
du phosphore 31, Hafez et u!. ont démontré que les lipides cationiques ont la capacité de
promouvoir la formation de structures en phase hexagonale inverse en présence d’un lipide
fusogène et de lipides anioniques (Huft, 2001). De telles structures seraient formées avec la
membrane endosomale suite au flip-flop et ii la diffusion des lipides anioniques dans les
hpoplexes, ce qui entraînerait la déstabilisation de l’endosome. Mentionnons finalement
qu’après la capture cellulaire des lipoplexes, l’ODN se dissocierait rapidement des lipides
puisque ces derniers demeurent majoritairement localisés dans le cytoplasme et ne sont
jamais détectés dans le noyau des cellules Man-usson, 1998, L,icus, 2005).
Bien que les liposomes cationiques soient extrêmement efficaces iii i’itiv, plusieurs
désavantages ont freiné leur application ùi viî’o Litingei; 1997). Etant donné leur charge
résiduelle positive, la plupart des formulations sont instables dans le sang. En effet, les
liposomes cationiques interagissent avec de nombreux éléments du sérum, ce qui résulte en
l’inhibition de leur association cellulaire et ce, qu’ils soient ou non complexés à un ODN
(LiÏi.’gei; 1996). Une analyse détaillée des interactions sérum-lipoplexes a révélé que des
protéines telles l’albumine, la macroglobuline et certaines lipoprotéines se lient aux
complexes et altèrent la taille et le potentiel zêta des particules (Ze!phuti, /998). Cette étude
a également démontré que d’autres molécules présentes dans le sérum, telles l’héparine et
l’acide oléique, peuvent provoquer la dissociation des complexes en rivalisant avec l’ODN
pour les sites de liaison positifs.
Lorsqu’injectés dans la veine caudale chez la souris, les lipoplexes s’accumulent de
manière importante dans les poumons, puis sont graduellement redistribués au foie
Lit.illgeR Ï996, Beimeit, 1996). L’accumulation transitoire dans les poumons serait causée
par l’embolisation des complexes dans les capillaires pulmonaires suite à leur interaction
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() indésirable avec les protéines plasmatiques. Étant donné cette biodistribution particulière,
des lipoplexes à base de DOTAP ont été utilisés avec succès iii i’ivo pour inhiber la synthèse
d’ICAIVI-l dans l’endothélium pulmonaire de souris CD-1 (Ma, 2002). Toutefois, mis à part
cette application précise, l’efficacité des lipoplexes iii i’ivo n’a pas encore été démontrée de
façon convaincante. En effet, ou bien les liposomes cationiques ne sont pas requis pour
engendrer un effet (Dean, i994a ou encore les avantages de leur utilisation ne sont pas mis
en évidence puisque l’activité de l’ODN complexé n’est pas comparée à celle de l’ODN
libre (Halle,; 1996).
Afm d’améliorer l’efficacité des formulations iii ï’ipo, des lipides cationiques de
structures variées et plus stables dans le sérum ont été synthétisés (Lewis, 1996, Shi, 2001;
Li,idne;; 2006). Cependant, aucune étude ne rapporte l’évaluation de complexes préparés à
partir de ces lipides chez l’animal. Une approche plus prometteuse consiste à introduire
dans la composition des liposomes des chaînes de PEG couplées à un groupement
hydrophobe telle que la DSPE qui leur permet de s’ancrer dans la bicouche lipidique (Myei;
1998). Cette stratégie permet de combiner l’efficacité de complexadon des liposomes
cationiques aux avantages du PEG. En effet, le PEG masque la charge positive résiduelle
des complexes ce qui diminue leur interaction avec les divers éléments du plasma,
minimisant ainsi l’agrégation et prolongeant les temps de circulation (Yi’, 1999). Cependant,
la disparition du caractère cadonique des liposomes diminue leur capacité à se lier aux
membranes par interactions électrostatiques. Par conséquent, la capture cellulaire et le
transfert de l’ODN de l’endosome au cytoplasme sont moins efficaces (Filion, 1997, Song,
2002. Pour pallier à ce problème, une molécule de reconnaissance peut être fixée à
l’extrémité de la chaîne de PEG. Alternativement, des PEG dissociables ont été
développés. Ces derniers s’ancrent dans la bicouche lipidique à l’aide d’un groupement
céramide. Contrairement à la DSPE, l’ancrage des PEG-céramides n’est pas permanent.
En effet, ils se dissocient des liposomes à un taux qui est inversement relié à la longueur de
la chaîne acyle du groupement céramide et qui peut varier de quelques minutes à plusieurs
heures (W7iee/ei; 1999, SÏii, 2002. Ainsi, le choix judicieux du dérivé PEG-céramide permet
d’adapter une formulation de liposomes à un modèle expérimental donné (H;i, 2001). Suite
au départ des chaînes de PEG, la charge positive nouvellement exposée favorise la capture
cellulaire des complexes (Liii, 2002).
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À part la simple PEGvlation des lipoplexes, deux types de formulations intégrant
lipides cationiques et PEG ont été développés afm de véhiculer des ODNs soit les
«particules lipidiques antisens stabilisées» (< stabii’tiyd antisense-lijird paIicIes », SALPs) et les
«liposomes cationiques enrobés » (« coated cationic libosomes », CCLs). Les SALPs sont
constituées d’un ODN encapsulé dans des liposomes composés de DSPC, de Chol et de
I ,2-dioléoyl-3-diméthvlammonium propane EDODAP), un lipide basique dont le pKa est de
6,6. Elles sont préparées en dissolvant les lipides et 1’ODN dans un tampon contenant de
l’éthanol ajusté à pH 4,0. A ce pH, le DODAP est chargé positivement et interagit avec
l’ODN par interactions électrostatique. La préparation est ensuite dialysée contre un
tampon à pH 7,6, ce qui résulte en l’obtention de liposomes pratiquement neutres
contenant une grande quantité d’ODN (Semple, 2001). Afm de prévenir l’agrégation des
liposomes, de la DSPE-PEG ou du PEG-céramide est inclus dans la formulation. Les
CCLs, quant à eux, sont constitués d’un noyau formé par des lipoplexes DOTAP/ODN.
Ce dernier est par la suite enrobé d’une couche de lipides neutres tels que la PC, le Chol et
la DSPE-PEG par la technique d’évaporation en phase inversée (Stiiatt, 2000a. Les
procédures utilisées pour incorporer les ODNs dans les SALPs et les CCLs résultent en des
efficacités d’encapsulation supérieures à 70° o. De plus, la taille de ces particules est
inférieure à 200 nm ce qui permet leur administration par la voie i.v. Après avoir été
injectées chez la souris, les deux formulations ont démontré des temps de circulation
prolongés (t1 4.3 h et 12 h pour les SALPs et ies CCLs, respectivement) comparé à
l’ODN administré sous forme libre (t1 , < I h) (Leonetti, 2001; Stuart, 2000b). Finalement,
afm d’obtenir des formulations à la fois stables dans le sang et capturées de manière efficace
par les cellules, différents ligands ont été fixés à l’extrémité des chaînes de PEG. Ces
molécules de reconnaissance ont permis aux formulations de SALPs et de CCLs d’interagir
spécifiquement avec les cellules d’intérêt in vitro (Z/iou, 2002, Badsch, 2005; St,,art, 2000b,
Pagnan, 2000 et in vivo (Bartsc/i, 2002, Pastorino, 2003).
En conclusion, chacune des formulations lipidiques présentées possède ses
avantages et ses inconvénients pour l’administration d’ODNs. Il est difficile d’identifier la
meilleure formulation liposomale étant donné le manque d’études comparatives effectuées
dans un même modèle expérimental. De plus, les comparaisons entre les différents
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systèmes sont compliquées par le fait que la biodistribution et la pharmacocinétique des
liposomes sont influencées par une multitude de facteurs tels que la taille, la charge de
surface, la composition et la voie d’administration. Bien que les formulations ciblées de
SALPs et surtout de CCLs semblent être prometteuses, leur efficacité iii i’ii’o n’a été évaluée
qu’après l’administration d’une dose unique de liposomes. Par conséquent, les données
recueillies jusqu’à maintenant ne permettent pas de connaître les répercussions de
l’administration systémique de ces formulations it long terme.
5.2.2 Les vectetirs à base de o/ymères
Les polymères possèdent plusieurs atouts pour la vectorisation d’ODNs. En outre,
ils peuvent être facilement adaptés une application donnée par la variation de leur
composition, de leur masse molaire ou par la présence de fonctions qui leur confèrent des
propriétés physico-chimiques spécifiques ou qui permettent leur couplage it d’autres
molécules. En vertu de ces caractéristiques, les vecteurs polymères sont sans aucun doute
les plus versatiles disponibles sur le marché. Mentionnons toutefois que souvent, les
polymères utilisés pour la vectorisation d’ODNs ne sont pas biodégradables. Dans ce cas,
leur masse molaire doit être inférieure ii 4t) 000 afin de permettre leur élimination de
l’organisme par filtration glomérulaire (Symom; 1987).
5.2.2. 1 Conjugaison/ cornttexatiou à des jo!yrnères cationigues
Les polymères cationiques possèdent des amines primaires, secondaires, tertiaires
et/ou quaternaires ou encore d’autres types de groupements ionisables cadoniques tels que
des fonctions amidine qui leur permettent d’interagir avec les ODNs par interactions
électrostatiques. Leur structure peut être linéaue, branchée ou dendritique. Les principaux
polymères cationiques utilisés pour la vectorisation des ODNs sont décrits ci-dessous.
5.2.2. 1. 1 La o/y(L-/ysine)
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Bien qu’elle possède une structure peptidique, la polv(L-lvsine) (PLL) est incluse
dans la catégorie des vecteurs polymères étant donné qu’il s’agit d’une macromolécule
(masse molaire de 1000 à >300 000) constituée d’umtés lysine répétitives (Fig. 5A). La PLL
fut un des premiers polymères à être utilisé pour véhiculer de l’ADN. Les premières
expériences ont été effectuées avec un ODN conjugué à la PLL de manière covalente. Pour
ce faire, on procède à l’oxydation d’un résidu c tidine ajouté à l’extrémité 3’ d’un ODN
qu’on fait ensuite réagir avec une fonction amine primaire de la PLL. La conjcigaison à la
PLL a potentialisé l’activité antivirale d’ODNs dirigés contre le virus de la stomatite
vésiculeuse Lemaitn’, 1987) et le VIH (S/ei’enson, i989, Dego/, 1992) iii t’i/,v. Les effets
antiviraux obtenus ont été corrélés avec une augmentation de la capture cellulaire par
endocytose du conjugué comparativement à l’ODN libre (Leonetti, (990). Cependant, la
PLL est pratiquement incapable d’induire la libération endosomale de l’ODN, ce qui peut
expliquer sa plus faible efficacité de transfection comparativement à d’autres polycations.
De plus, le polymère est cvtotoxique, bien que sa toxicité soit moindre lorsqu’il est conjugué
ou complexé à un ODN Lothmann, 2004).
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Figure 5. Principaux polymères cationiques utilisés pour la vectorisation d’ODNs. A) Poly(L
lysine), B) PoIy(éthvlènirnine), C) PolvQnéthacrvlate de 2-diméthvlarninoéthvle), D) Detidrimère de
polv(arnidoanine).
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Étant donné la faible activité antisens des conjugués ODN-PLL, des complexes
contenant une molécule de reconnaissance ont été développés. Dans ces formulations,
l’ODN est lié à un conjugué PLL-ligand par interactions électrostatiques. Ces vecteurs ont
permis d’augmenter la capture cellulaire des ODNs et ce, de manière spécifique en ciblant
des récepteurs exprimés préférentiellement sur certaines cellules. Des exemples de ligands
utilisés à cet effet sont l’asialogh’coprotéine (W’’i, 1992), des sucres tels que le mannose, le
galactose et le fucose (Liang. 1996, Stewart, l996, Mahato, 1997), l’acide folique (Ctt,v, 1994),
le facteur de croissance de l’épiderme (Deshpande, 199Ø et la transferrine (IVuer, 1990;
Cihv, 1992 voir Tableau 1). Mentionnons que bien que la présence d’un ligand améliore
l’association cellulaire des complexes, elle ne règle généralement pas le problème de leur
séquestration dans les endosomes.
La liaison covalente de la PLL au PEG et l’association de ces conjugués avec un
ODN dans une solution saline provoque la formation de micelles possédant un rayon
hydrodynamique d’environ 30 nm (Katao/ea, 1996). Ces micelles sont formées suite à la
neutralisation du segment PLL et de 1’ODN par interactions électrostatiques. Cela conduit
à la formation de complexes hydrophobes qui s’auto-assernblcnt en une architecture coeur-
couronne, où le coeur polvionique est entouré d’une couronne de PEG qui rend le système
soluble dans l’eau. Ces micelles protègent efficacement l’ODN de la dégradation par les
nucléases (Haiida. 2001). Cependant, elles se dissocient rapidement dans la circulation,
libérant prématurément l’ODN. Diverses stratégies ont été tentées afin d’améliorer la
stabilité du coeur micellaire. Par exemple, l’utilisation d’une PLL thiolée a permis la
réticulation du coeur des micelles par formation de ponts disulfure (Kakieawa, 2001). Il est
attendu que l’ODN soit libéré à l’intérieur des cellules suite au clivage de ces liens par le
glutathion, un agent réducteur présent à forte concentration dans le cytoplasme.
Cependant, afin de bénéficier de l’action du glutatiiron, les micelles doivent préalablement
sortir de l’endosome. Rappelons que la PLL n’est pas un polymère endosomolytique et, par
conséquent, il est probable qu’in i’itro, l’activité antisens de ces micelles soit faible. D’autre
part, des micelles formées par l’auto-assemblage d’un ODN et de PLLs greffées avec de
courtes chaînes de polvN-(2-hvdroxypropvl)méthacrvlamide] (PHPMA), un polymère
hydrophile et flexible, ont démontré une bonne stabilité dans des conditions salines
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physiologiques et en présence de sérum (Dcmteiiheg, 2001). Malleureusement, ce dernier
concept n’a pas été évalué in itiv.
5.2.2. 7.2 Le o/vétIiytènimine)
Le poly(éthylènimÏne) ÇPEI) est probablement le vecteur polymère le plus efficace
étudié jusqu’à maintenant pour adninstrer de l’ADN. Le PEI est une macromolécule
aliphadque de structure plus ou moins branchée et contenant une très haute densité
d’amines primaires, secondaires et tertiaires (Fig. 5B). À pH physiologique, 15-20° o de ces
amines sont protonées (Suli, 1994) ce qui permet au polymère de se lier efficacement aux
ODNs par interactions électrostatiques. Les «polyplexes » résultants ont une taille
inférieure à 50 nm (Bips, 2004a et protègent efficacement les ODNs de la dégradation
enzymatique (Bs. 2004b, Brus, 2002. Mentionnons toutefois que les complexes à base de
PET sont plutôt toxiques, ce qui a grandement limité leur utilisation in iiro.
Etant donné que seulement le cinquième des amines du PEI sont ionisées à pH
neutre, le polymère possède une capacité tampon exceptionnelle à pH acide. Il a été
suggéré que l’efficacité de transfecdon du PEI soit due à sa capacité à tamponner les
endosomes (Bousst7 1995). En effet, après l’endocytose des polyplexes, les nombreuses
amines du PET capteraient les protons présents dans l’endosome. En réaction à l’ionisation
des amines, des ions chlorure pénétreraient à l’intérieur de l’organelle, augmentant ainsi
l’osmolarité. L’hypertonicité créerait alors un appel d’eau, le gonflement, puis la
déstabilisation de l’endosome. Cette propriété a été baptisée l’effet « éponge à protons>) et
a souvent été invoquée pour expliquer l’efficacité de transfecdon du PEI. Cependant,
certaines expériences remettent sérieusement en question la validité de cette hypothèse. Par
exemple, une étude récente a démontré qu’un PET acétylé possédant une capacité tampon
moindre que le polymère non modifié s’est avéré plus efficace pour transfecter des cellules
en culture (Fom?s/, 2001). Le manque de corrélation entre la capacité tampon et l’efficacité
de transfection a aussi été observé avec d’autres polymères cationiques (FunIoft 2004;
Ku/kcirni, 2005). D’autre part, des polv(méthac;Tlates) possédant une capacité tampon
similaire à celle du PET se sont avérés incapables de déstabiliser les endosomes (Dulmie/,
2004; joues, 2004). Ainsi, il semble que la capacité tampon des polymères cadoniques ne
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puisse être systématiquement utilisée comme élément prédicateur de leurs propriétés
endosomolytiques.
Bien que le mécanisme d’action du PEI ne soit pas totalement élucidé, il n’en
demeure pas moins que le polymère augmente l’association cellulaire et améliore la
distribution intracellulaire des ODNs (de Semir, 2002, ce qui résulte en une potentialisation
de leur activité antisens. L’efficacité du PEI iii ,‘itro a été démontrée chez plusieurs lignées
cellulaires (Bouni/ /993,’ Dhem’, 1999; Kren, 1998) et même dans des cultures primaires de
neurones (Boussif 1995, Lambert, 1996). Cependant, les complexes PEI/ODN sont
instables en solution et forment des agrégats en quelques jours (Buis, 2004ul. Ce problème
peut être résolu par la formation de micelles suite au mélange d’un conjugué PEG-PEI et
d’un ODN. En effet, la présence du PEG augmente la solubilité des complexes et
minimise l’agrégation, ce qui résulte en un système stable sur une période d’au moins 3 mois
(I ‘inogradon 1998). Glodde et at ont analysé de manière détaillée les propriétés phvsico
chimiques de différents complexes PEG-PEI/ODN. Leur étude a révélé que la masse
molaire du PEI ainsi que son degré de substitution en PEG sont des déterminants majeurs
de la stabilité des complexes (Gi’odde, 2006). En effet, les complexes les plus stables sont
obtenus avec des PEIs de faible masse molaire (Le. 20t)t)) contenant 10 moI0o de PEG.
Dans le même ordre d’idée, une étude réalisée par fischer et aL a révélé que lorsque des
polvplexes préparés avec un PEI substitué avec 50 mol°”o de PEG sont administrés par la
voie i.v. chez la souris, l’aDN se dissocie rapidement du vecteur après injection (Fisc/ieu;
2004). La seule étude d’efficacité réalisée iii ri,’o avec de tels complexes a été effectuée avec
des PEI substitués avec 10 mol° o de PEG. Les polvplexes ont été injectés par la voie
intramusculaire chez la souris et ont augmenté localement l’activité de l’ODN dans les
cellules musculaires squelettiques (Ïl”//fiams, 2006). Toutefois, étant donné la faible quantité
de PEG incorporée dans ces complexes, il est possible que leur activité soit simi aire ? celle
de particules non PEGylées. Malheureusement, la comparaison n’a pas été effectuée et il
est donc difficile de porter ici un Jugement objectif sur l’avantage de la PEGlation.
Dans un système semblable, le PEG est conjugué non pas au PEI, mais directement
ii. l’ODN et des micelles sont par la suite obtenues par l’ajout de PEI. Ces systèmes ont été
développés simultanément par les groupes de Kataoka (OLhi, 2003) et Park (Jeong, 2003a.
Q Cependant, dans le premier cas, le PEG est lié l’ODN au moyen d’un lien ester sensible
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au pH ayant pour but de permettre le détachement de l’ODN dans l’endosome. L’avantage
de la présence d’un tel lien reste à démontrer puisque ces micelles n’ont pas été évaluées ùi
i’it,v. Les polyplexes développés par le groupe de Park, dans lesquels un lien amide stable
unit le PEG à l’ODN, ont démontré, quant à eux, une bonne activité antisens in vitro et
même in i’ivo ([eong, 2003a; Jeon, 2005). Ainsi, dans ces exemples, la présence du PEG ne
semble pas compromettre l’hybridation de l’ODN à son substrat. Cependant, une étude
récente suggère que la présence d’un lien labile entre l’ODN et le PEG pourrait être
souhaitable. En effet, lorsqu’un ODN est lié au PEG au moyen d’un pont disuiffire chvable
dans le cytoplasme des cellules par le glutatltion, son activité antisens est augmentée de
façon significative par rapport à celle d’un ODN lié au PEG au moyen d’un lien non labile
(48 vs. 32° o d’inhibition de la synthèse protéique, respectivement, P < 0,05) (Oishi, 2005).
Par ailleurs, des conjugues PEI-poloxamere (Pluromc ) ont ete synthetises et
complexés à un ODN. Des particules micellaires de taille inférieure à 220 nm ont été
formées et ont démontré une bonne stabilité en solution sur une période de 2 semaines
(Ï’inogradoi’, 2004). Des polvplexes PEI_poloxamère/ODN ont été injectés par la voie s.c.
chez des souris porteuses de mmeurs et se sont avérés efficaces en combinaison avec la
radiothérapie conventionnelle pour augmenter l’activité anti-tumorale d’un ODN dirigé
contre la protéine Ku86 (Be/enkoi’. 2004). Il est intéressant de noter qu’en variant la
longueur respective des segments de polv(oxvde de propylène) et de polv(oxyde d’éthylène),
l’équilibre hydrophile-hydrophobe des poloxamères est modifié ce qui altère la
biodistribution des polyplexes suite à leur administration systémique (Ochietti, 2002). Ces
résultats suggèrent que les poloxamères pourraient être utilisés afin de favoriser
l’accumulation préférentielle de l’ODN dans certains organes.
5.2.2. 1.3 so/yméthati/ates)
Les poly(méthacrvlates) cationiques peuvent être synthétisés de manière contrôlée
avec un faible indice de polvmolécularité et en une variété de structures (I ‘amvakaki, 1999).
De plus, leur toxicité est plus faible que celle d’autres polycations (Deshpande, 2002. Le
principal représentant de cette classe, le poly(méthacrylate de 2-(dirnéthylamino)éthyle)
Fig. 5C) est suffisamment ionisé à pH physiologique pour former des
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complexes avec les ODNs (I m Rompaey, 2001, Deshpande. 200_2). Cependant, étant donné
l’instabilité de ces complexes en solution, la plupart des études ont été effectuées avec des
conjugués PDMAEI\L\-PEG. De manière générale, la présence de PEG stabilise les
complexes, minimise l’agrégation et augmente l’affinité du PDMAEMA pour l’ODN
(Deslipande, 2002, jin, 2005). La liaison de I’ODN t un conjugué de structure dibloc conduit
la formation de micelles possédant une architecture coeur-couronne (Des/punde, 2002). Il
est intéressant de noter que ces micelles peuvent également être obtenues lorsqu’une
molécule de reconnaissance telle que la biotine est fixée t l’extrémité de la chaîne de PEG
(DuJ)esne, 2005).
In i’i/ro, l’efficacité d’un copolvmère composé de PDMAEMA-b/oc-méthacrylate
d’aminoéthvle (PDAEMA-b-AEMA, 92:8 mol° ‘o) dans lequel 25 mol° o des unités AEI\L
ont été substituées avec du PEG 5000 a été évaluée suite à sa complexation avec un ODN
dirigé contre l’ICAM-l. Après incubation des complexes (ratio polvmère/ODN 4:1 p/p)
avec des cellules humaines de carcinome pulmonaire (lignée A549), l’expression de la
protéine a été réduite de facon significative (Lucas, 2004). Toutefois, étant donné l’excès de
polymère et la faible quantité de PEG, il est probable que ces complexes soient chargés
positivement. Une charge positive favorise la capture cellulaire in ,‘dm, mais n’est pas
souhaitable pour des applications in i’i1oo. En l’occurrence, des polyplexes formés avec un
copolvmère de poly(trirnéthylammonioétyl méthacrylate)-bloc-PHPMA et possédant une
charge positive résiduelle (+20 mV) ont été administrés par voie la iv. chez la souris et se
sont avérés instables dans la circulation (Reaa 2000). Ces résultats indiquent que les
complexes ODN-polv(méthacrvlates) ont besoin d’être optimisés pour une administration
systémique. Étant donné le petit nombre d’études réalisées avec ces polvplexes in nit,v et in
t’ii’o, il est présentement difficile de statuer sur le potentiel thérapeutique de ces vecteurs.
5.2.2. 1.4 Les dendiirnères depo/v(amidoamine)
Les dendrimères de polv(amidoanrine) RLAM) sont des polymères sphériques et
hautement branchés disponibles commercialement sous forme intacte (Polvfect) ou
fragmentée (Superfect). Ces molécules possèdent un nombre défini de groupements
amine qui croît avec le nombre de générations (Fig. 5D). Étant donné la forte densité
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d’amines en périphérie, ils forment des complexes très stables avec les ODNs (De/on,g, 1997,
Yoo, 1999). Leur mécanisme d’action n’est pas totalement élucidé mais on croit que,
siniilairement au PET, ils préviennent l’acidification des endosomes (Merdaii. 2002). Les
dendrimères de PAMAM ont une faible toxicité, protègent les ODNs de la dégradation,
augmentent leur capture cellulaire et améliorent leur distribution intracellulaire et ce, même
en présence de sérum (Bie/inska, 1996; De/o,z 1997, He/in, 1999b, 1999a. Etonnamment,
l’ODN et le dendrimère seraient toujours associés lorsqu’ils pénètrent dans le noyau des
cellules (Yoo, 2000), ce qui implique que la présence du dendrimère n’interfèrerait pas avec
la liaison de l’ODN l’ARNm (BieÏinska, 1996). In flitro, l’utilisation des dendrimères a
permis d’inhiber la synthèse protéique avec des concentrations en ODN de l’ordre du
nanomolaire (Helin, 1999a et même du picomolaire (BieÏinska, 1996). Cependant, la
performance des polyplexes dendrimères de PAMAM/ODN s’est avérée décevante chez
l’animal. En effet, dans une étude réalisée chez des souris avant des tumeurs disséminées
dans la cavité péritonéale, des dendrimères de quatrième génération (G4) ont été complexés
à un ODN radioactif modèle. L’accumulation i.t. de l’ODN a été évaluée par scintigraplile
pendant 24 h après injection i.p des complexes. Les résultats ont montré que l’ODN
s’accumule dans les tumeurs sur une période de 2 h mais que, par la suite, les niveaux
intrammoraux diminuent progressivement (Sato, 2001). Ces résultats suggèrent qu’il? i’iro, les
complexes ODN-dendrimères sont instables et se dissocient avec le temps. Il s’agit là d’un
très bon exemple illustrant le fait que l’efficacité des vecteurs iii i’itro n’est pas garante de leur
succès in t’ii’o.
5.2.2.2 Les conillués macromoÏécutaites
Le couplage d’un ODN à un polymère a pour objecf d’améliorer la résistance it la
dégradation enzymatique et d’augmenter les temps de circulation. La macromolécule la plus
utilisée à cet effet est le PEG. Ce dernier possède plusieurs propriétés favorables. Il est
non toxique, non immunogène et dispomble commercialement en une variété de masses
molaires. Le PEG peut être introduit à l’extrémité 3’ ou 5’ des ODNs (Jasch/ee. 1994). In
i’itro, les conjugués PEG-ODN P0 (masse molaire du PEG = 10-12 000) inhibent la
synthèse protéique alors qu’à concentration équivalente, 1’ODN libre n’a aucun effet
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(Boiiora, 1998, Rapoi. 2002. Cette efficacité peut être attribuée à l’accumulation
intracellulaire d’une plus grande quantité d’OD\s intacts. En effet, le PEG augmente la
résistance des ODNs à la dégradation enzymatique et ce, sans compromettre leur capacité
d’hybridation à leur substrat (Bonora. 1997) ni l’activation de la RNAse II (Ï ‘oivbj’r, 1999).
Toutefois, étant donné la faible capture cellulaire et la piètre quantité d’ODNs parvenant à
s’échapper des endosomes, l’administration de fortes doses est nécessaire pour engendrer
un effet Ve. 10-15 Simïairement, lorsqu’un ODN est couplé au PHPI\L\, un autre
polymère flexible et hydrophile, le conjugué est faiblement capturé par les cellules et se
retrouve en grande partie séquestré dans les endosomes (W’mg, 1998, Jensen, 200.7). Par
conséquent, une concentration en ODN > 8 .tM est nécessaire afm d’inhiber dans une
proportion de 90° l’activité du virus de l’hépatite B dans des cellules infectées (Jensen,
2002. Puisque 1’ODN libre n’a eu aucun effet et ce, jusqu’à une concentration de 10 .iM,
l’activité du conjugué peut être attribctée à la stabilisation de 1’ODN par le PHPL\.
D’autre part, le couplage d’un CDX au polvÇ\-isopropvlacrvlamide) (PNIPAM) a
également augmenté sa résistance aux nucléases iUurata, 2003a. Cependant, l’efficacité
d’un tel conjugué dépend de la température. En effet, le PNIPAM est caractérisé par un
point trouble qui se situe à environ 32°C en solution aqueuse (t--feskins, /968. Au-dessus de
cette température, le polymère précipite. Par conséquent, un CDX lié au PNIPAM ne peut
s’hybrider à son substrat qu’à une température inférieure à la température de transition
Murata, 2003h, Murata, 2003a. Les applications in l’ira d’un tel vecteur sont donc
extrêmement limitées, à moins que des modifications ne soient apportées au polymère de
manière à modifier sa température de transition de phase (Taj/o; 1975, Hirotsi,, i987, Chen,
1995; Kim, 1994; Dong, 1991).
A ce jour, seulement deux études ont fourni des données pharmacocinétiques sur les
conjugués macromoléculaires. Les temps de circulation d’un ODN couplé en position 5’ à
un PEG 10 000 ou 20 000 ont été évalués après administration i.v. chez la souris. Les
résultats ont montré que le conjugué circule de 3,5 à 5 fois plus longtemps que l’ODN libre
(Z/iao, 2005, Kawautiji, 1995). Cependant, les temps de demi-vie plasmadques demeurent
courts (i.e. < 45 mm) et, par conséquent, l’impact de la présence du PEG sur l’efficacité de
l’ODN après administration systémique reste à déterminer. Bien que cela n’ait pas encore
été investigué dans la littérature, il est fort probable que ce trpe de vecteurs bénéficierait de
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l’ajout d’une molécule de reconnaissance afin de min ser les interactions non spécifiques
et d’augmenter la capture cellulaire.
5.2.2.3 Les iïanota,Iicutes
Les nanoparticules sont des systèmes colloïdaux (< I tm) généralement préparés
partir de polymères. Selon le procédé de fabrication utilisé, des nanosphères ou des
nanocapsules peuvent être obtenues. Les nanosphères sont des systèmes matriciels dans
lesquels le principe actif est soit dispersé dans la masse de la particule ou encore adsorbé ii
sa surface. Les nanocapsules, quant it elles, sont des systèmes vésiculaires contenant un
coeur aqueux ou huileux ii l’intérieur duquel le principe actif est confmé.
Lorsqu’administrées de façon systémique, les nanoparticules modifient la biodistribution
des principes actifs qu’elles transportent. En effet, elles sont capturées principalement par
les macrophages du foie et, dans une moindre mesure, par ceux de la rate, des poumons et
de la moelle osseuse (Lenaet/i; 1984, Nakada, 1996). Les nanoparticules pénètrent dans ces
cellules par un processus d’endocytose/phagocytose et, par conséquent, se retrouvent
ultimement dans des lysosomes ou des phagosomes (Fatta/ 1998). Si elles ont été préparées
avec un polymère biodégradable, elles seront alors dégradées en composés de faible masse
molaire qui seront expulsés de la cellule et éliminés de l’organisme par excrétion rénale.
Étant donné leur biodistribution et leur localisation intracellulaire, il semble que les
nanoparticules soient peu adaptées au transport d’ODNs. Cependant, ces vecteurs
possèdent plusieurs avantages. Ils peuvent être préparés it partir de matériaux non toxiques
et biodégradables, augmentent substantiellement la capture cellulaire des ODNs et souvent
les protègent de la dégradation enzymatique. De plus, afm de diminuer la capture par le
SPM, des chaînes de PEG peuvent être ancrées à la surface des nanoparticules (Gref 1994;
Baj/e, 1995).
La vectorisation d’ODNs a surtout été effectuée avec des nanosphères. Ces
dernières peuvent être préparées à partir de divers matériaux tels que des poly(cyanoacrylate
d’alkyle) (PACA) (Fatta4 1998), du poly(D,L-acide lactique) (PLA) (Berton, 1999• Berton,
2001), du poly(acide lactique-tv-acide glycolique) (PLÀ-PLGA) Ç/1i/k//imru, 2003), du
poly(styrène) (Frit, 1997), des poly(méthacrylates) cationiques (ZobeJ 2000), de l’alginate
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(4ynie, 1999) ou de l’albumine Ç4rnedo, 2004; Wcniliek, 2004). Certains de ces systèmes
présentent toutefois des inconvénients majeurs. Par exemple, le poly(styrène) et les
poly(méthacrylates) sont des polymères non biodégradables et insolubles en milieu aqueux.
A l’opposé, les particules d’albumine se dégradent très rapidement et ne protègent donc pas
efficacement l’ODN de la dégradation enzymatique. D’autre part, les particules d’alginate
s’agglomèrent après injection i.v. ce qui résulte en leur accumulation massive dans les
poumons. Ainsi, les systèmes les plus prometteurs sont les nanosphères préparées avec du
PLA, du PLA-PLGA et des PACA.
Ce sont les nanosphères à base de PACA qui ont fait l’objet du plus grand nombre
d’études. La plupart du temps, l’ODN est adsorbé à leur surface par l’intermédiaire d’un
composé chargé positivement tel que le bromure de cétyltriméthylammonium (BCTA)
(C/java,y, 1992; Chaa,y, 1994) ou le diéthylaminoéthyle-dextrane (DEAE-dextrane) (Zobe/
1997). Alors que le BCTA interagit avec des nanosphères pré-formées, le DEAE-dextrane
est ajouté au mélange réactionnel avant le processus de polymérisation. Les nanosphères
obtenues au moyen des deux stratégies diminuent la sensibilité des ODNs à la dégradation
enzymatique. Cependant, étant donné que le DEAE-dextrane est associé plus fermement
avec la matrice polymère que le BCTA, les nanosphères ODN/DEAE-dextrane sont plus
stables en présence de sérum (Lambert, 2001). D’autre part, suite à leur capture cellulaire, les
ODNs adsorbés sur les nanosphères préparées avec du BCTA, mais pas du DEAE
dextrane, sont détectés dans le cytoplasme des cellules. Le mécanisme de la libération
endosomale n’est pas bien compris, mais il se pourrait que les propriétés tensio-actives du
BCTA augmentent la perméabilité de l’endosome. In vit,v, un ODN adsorbé sur des
nanosphères de poly(cyanoacrylate d’isohexyle) a inhibé sélectivement la prolifération de
cellules exprimant l’oncogène Ha-iris et ce, à des concentrations 100 fois inférieures à
l’ODN libre Schwab, 1994). Ce système a aussi démontré une activité antitumorale in i’ii’o
après injection s.c. chez des souris immunosupprimées porteuses de xénogreffes humaines
(StiJwab, 1994).
Après administration i.v., les ODNs adsorbés à la surface des nanosphères de
PACA ne sont pas efficacement protégés de la dégradation enzymatique et subissent une
désorption partielle induite par certaines protéines présentes dans le plasma (]\‘akada, 1996’).
Pour pallier à ce problème, les ODNs peuvent être incorporés dans la matrice polymère,
44
comme c’est le cas avec les nanosphères de PLA et de PLA-PLGA, ou encore dans le coeur
de nanocapsules. L’encapsulation d’ODNs dans des nanocapsules de polv(cvanoacrylate
d’isobutyle) PIBCA) possédant un coeur aqueux a été réalisée avec une efficacité
d’incorporation d’environ 700 0 (Lambert, 2000b’. Tout comme les nanosphères, les
nanocapsules augmentent la capture cellulaire et améliorent la distribution intracellulaire des
ODNs par un mécanisme qui pourrait encore ici impliquer l’action des détergents utilisés
dans le procédé de fabrication (Toué, 2005). lu i’ii’o, un ODN PS incorporé dans des
nanocapsules de PIBCA a inhibé efficacement la croissance de tumeurs associées au
sarcome d’Ewing chez la souris hnmunosupprimée après injection i.t. d’une dose
cumulative aussi faible que 14,4 nanomoles (Lambel, 2000a). Dans une autre étude utilisant
le même modèle animal, l’efficacité de ces nanocapsules s’est avérée comparable à celle de
nanosphères préparées avec du BCTA (Maksimenko, 2003). Mentionnons qu’aucune étude
n’a évalué la capacité des nanocapsules à protéger l’ODN de la dégradation enzymatique
suite à une adminstradon systémique.
5.2.2.4 Les rnicroshères
Les microsphères sont des systèmes pardculaires semblables aux nanosphères mais
dont la taille varie entre I et 1000 m. Elles sont le plus souvent préparées avec des
polymères biodégradables. Au fur et à mesure que le polymère se dégrade, les molécules
dispersées dans la matrice polymère sont libérées par diffusion. Ainsi, la vitesse de
désintégration des microsphères détermine le taux de libération du principe actif. Étant
donné la taille des particules (> I tm), les microsphères ne peuvent être injectées par voie
i.v. et sont surtout implantées localement suite à une injection s.c., intramusculaire ou intra
thécale (Khan, 2000). Par conséquent, elles sont surtout utilisées comme formulations dépôt
pour administrer une molécule à un site spécifique ou libérer progressivement un principe
actif dans la circulation. Les ODNs, qui ont une courte demi-vie dans le plasma, peuvent
grandement bénéficier de l’incorporation dans un système à libération contrôlée telles que
les microsphères. En effet, comparativement à l’administration d’ODNs sous forme libre,
un nombre moindre d’injections et une dose plus faible sont requis pour obtenir un effet,
ce qui diminue le risque de toxicité et d’effets non spécifiques (Putney, 1999).
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Des mélanges PL\-PLGA sont le plus souvent utilisés pour la préparation des
microsphères. Ces polymères sont non toxiques, non immunogènes, biocompatibles et
inertes. De plus, la variation du ratio PLÀ:PLGA permet d’obtenir des taux de dégradation
s’échelonnant sur une période de quelques jours ?i quelques mois. Les microsphères dc
PLÀ-PLGA protègent les ODNs de la dégradation enzymatique et, bien que leur
préparation nécessite l’emploi de solvants, il a été démontré que le procédé de fabrication
n’affecte pas l’activité biologique des ODNs (Lewis, 1998). Lorsque des ODNs sont
administrés ii l’aide de microsphères de PLÀ-PLGA, ils sont décelés dans le cytoplasme et le
noyau des cellules (Akhtar, 1997, Khan, 20OO. Cette distribution favorable serait
simplement la conséquence de leur accumulation intracellulaire avec le temps. En effet, la
diffusion lente mais constante hors des microsphères favoriserait la capture cellulaire d’une
plus grande quantité totale d’ODN que lorsque des doses équivalentes d’ODNs non
encapsulés sont administrées. Les microsphères potentialiseraient donc l’activité des ODNs
in nitro (C/eek, 1997) et in riro (Khan, 2000, Putn9, 1999) ii la fois en les protégeant de la
dégradation et en les libérant progressivement dans le milieu environnant.
Àfm de maximiser la capture cellulaire des ODNs, des complexes ODN/PEI ont
été encapsulés dans des microsphères de PLA-PLGA (De Rosa, 2002a; De Rom, 2002b. Le
PEI améliore radicalement l’efficacité d’incorporation de l’ODN dans les microsphères (i.e.
de 40 ii $O°o) et augmente substantiellement sa pénétration intracellulaire de même que son
accumulation dans le noyau des cellules. La porosité des microsphères, et par conséquent le
profil de libération des complexes, varie selon le ratio PEI:ODN et la quantité de sel
présente dans la phase aqueuse externe lors du processus d’émulsification (De Rosa, 2003).
Des microsphères contenant du PEI complexé ii un ODN dirigé contre le facteur de
croissance transformant f3 ont été administrées par la voie subconjonctivale chez le lapin et
se sont avérées efficaces afin de prévenir la fibrose post-chrrurgicale induite par la chirurgie
filtrante effectuée dans le traitement du glaucome (Gomes dos Santos, 2006). 2 ce jour, il
s’agit de la seule étude réalisée in i’iro ii l’aide d’un système combinant les avantages de la
libération prolongée et d’une capture cellulaire accrue. Par ailleurs, d’autres types de
microsphères ont été élaborés afin de véhiculer des ODNs. Par exemple, des microsphères
d’alginate réticulées avec de la PLL en présence de calcium libèrent I’ODN progressivement
sur une période de 24 h (Gona/e Ueieiro, 2002a. De plus, elles augmentent la
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biodisponibilité d’un ODN de 25% après administration intrajéjunale chez le rat sous forme
de poudre lyophilisée mais ce, seulement en présence de promoteurs d’absorption (Gona/e
Feireiïe, 2OO2h. D’autre part, des microsphères de gélamie ont été produites par une
technique de coacervation en présence d’ODN (Co#es4 1994). Bien que les taux
d’incorporation surpassent ceux des microsphères d’alginate ($00 ‘o i’s. 30-40%,
respectivement, l’ODN est libéré trop rapidement (>6O°/o en 5 h) pour qu’elles puissent
constituer une approche thérapeutique viable.
En conclusion, malgré le fait que plusieurs polymères aient été évalués pour
véhiculer des ODNs, la grande majorité possède des inconvénients qui les rendent
impropres à l’utilisation clinique. La mauvaise performance de ces vecteurs est souvent la
conséquence de leur incapacité à franchir les barrières extra et intracellulaires rencontrées
suite à une administration systémique. Fort heureusement, les mécanismes d’action des
différents polymères sont de mieux en mieux compris et de plus en plus d’information est
disponible sur leurs relations structure-activité. Ces connaissances permettent déjà
d’identifier plus clairement les attributs que doivent posséder les vecteurs polymères et
mèneront probablement, dans les prochaines années, à l’élaboration de molécules et/ou de
systèmes mieux adaptés aux conditions prévalant dans l’organisme.
5.2.3 Les vecteurs t base debebtides
Plusieurs pepddes ont été complexés ou conjugués à des ODNs afin d’augmenter
leur activité biologique. Certains de ces peptides ont été étudiés pour leurs propriétés
endosomolytiques, alors que d’autres ont été investigués pour leur capacité à transporter
directement l’ODN dans le cytoplasme des cellules. Le mécanisme d’action de la plupart
des vecteurs peptidiques est inspiré de celui de certaines protéines virales. D’ailleurs,
plusieurs d’entre eux sont d’origine virale, alors que d’autres ont une nature totalement
artificielle. Les différents types de peptides utilisés pour la vectorisation d’ODNs sont
décrits dans les prochaines sections. La PLL ne sera pas abordée ici étant donné quelle a
déjà été décrite dans la section sur les vecteurs polymères.
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5.2.3.7 Larotamine
La protamine est un peptide cationique riche en résidus arginine capable de former
spontanément par interactions électrostatiques des complexes très stables avec les ODNs.
La totalité de l’ODN est complexée lorsque le ratio massique protamine:ODN est supérieur
à 2 ([mgbans. 2000). Les complexes, appelés « proticules », ont alors une charge de surface
positive, une taille de 100-200 nm et protègent l’ODN de la dégradation enzymatique
([imghans, 2001). Lorsque des proticules contenant un ODN dirigé contre l’oncogène c-myc
sont incubées avec des cellules L937, une diminution significative, mais modérée (Le. 30-
4O°o par rapport à l’ODN libre) de la prolifération cellulaire est observée (J1mg/]ans, 2000).
Ainsi, la protanirne est capable de promouvoir le passage de 1’ODN de l’endosome au
cytoplasme, mais son effet est modeste. Cela peut être expliqué par le fait que les proticules
présentent certains inconvénients. En effet, elles s’agrègent en quelques heures en présence
de sels et la dissociation intracellulaire de l’ODN et de la protamine est faible et ce, surtout
lorsque les complexes sont préparés avec des dérivés PS (Dimmei 2004). Pour pallier à ces
problèmes, de l’albumine a été introduite dans les complexes. Cette dernière agit comme
colloïde protecteur et freine l’agrégation en présence de sels Loe/ima,i,i, 2005). lu vitro, les
nanoparticules albumine-protamine-ODN sont peu toxiques, se dissocient plus facilement
dans les cellules que les proticules et leur activité est comparable à celle de liposomes
DOTAP/QDN (W’èjerrnanu, 2005). La performance de ces particules reste toutefois à
déterminer chez l’animal. Mentionnons finalement qu’un peptide dérivé de l’adénovirus,
baptisé peptide t, possède une affinité pour les ODNs similaire à celle de la protamme et
pourrait constituer une alternative intéressante pour le transport d’acides nucléiques (Ke//ei;
2002.
5.2.3.2
Les pepddes fiisogènes perméabilisent les membranes en fonction du pH suite à un
changement de conformation et, par conséquent, peuvent être utilisés afin de déstabiliser les
endosomes. Les premiers travaux conduits à cet effet ont été accomplis par le groupe de
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Szoka à la fin des années 80 avec le GALA, un peptide artificiel constitué d’unités
répétitives glycine-alanine-leucine-alanine. Le GALA subit un changement de
conformation lors d’une diminution du pH (Subbatao, 1987). À pH neutre, le pepdde est
soluble et possède une conformation apériodique. Cependant, lorsque le pH est abaissé à
une valeur de 5,0, la neutralisation des résidus acide glutamique entraîne la formation d’une
hélice Œ bipolaire capable de déstabiliser les membranes (Pareille, 1990, i988. Étant donné
son caractère anionique à pH neutre, le GALA ne peut former de complexes avec les acides
nucléiques. La co-incubation du peptide et d’un ODN avec des cellules en culture n’a
entraîné qu’une modeste augmentation de l’activité andsens (Le. 35-40° o) (t-iuhes, 1996). Le
remplacement des résidus glycine par des lysine a permis de concevoir le KALA, un pepdde
cationique qui passe d’une conformation hélice à pH 7,5 à un mélange de conformation
apériodique et d’hélice c à pH 5,0 (Wymaii, 1997). Ce peptide peut former des complexes
avec les ODNs à pH physiologique et facilite leur accumulation dans le noyau des cellules à
un ratio de charges [+/-1 de 10/1. Le KALA a également été complexé avec un ODN
couplé à une chaîne de PEG de manière à former des micelles (Jeon, 2003b. Ces dernières
ont été capturées plus efficacement que l’ODN libre par des cellules musculaires lisses
murines (lignée A7R5) et ont exercé une activité antiproliféradve accrue en inhibant
l’expression de l’oncogène c-iyt. Cependant dans cette étude, aucun contrôle n’a été
effectué avec des micelles non ffisogènes et il est donc difficile d’attribuer sans équivoque
l’activité antisens des micelles aux propriétés fusogènes du KALA.
D’autre part, un pepdde fusogène issu de l’extrémité N-terminale de la sous-unité
HA-2 de l’hémagglutinine du virus de l’influenza a été couplé à un ODN dirigé contre la
protéine Tat du VIH (Bongart., 1994). Après la capture du conjugué par un processus qui
semble impliquer l’endocytose, l’activité antivirale de l’ODN a été augmentée de 5 à 10 fois
dans des lymphocytes infectés. Cependant, l’inhibition n’était pas spécifique à la séquence
de l’ODN et le peptide possédait en lui-même des propriétés antivirales.
5.2.3.3 les tettides de transÏocatio;i
Les pepddes de translocation « cellpenetratingpeptides, CPPs » ont été invesdgués pour
leur capacité à pénétrer dans les cellules en passant directement à travers la membrane
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cytoplasmique. En effet, les premières études, qui ont suscité un engouement énorme,
suggéraient que, contrairement aux peptides fusogènes, les CPPs empruntent une voie
indépendante de l’endocytose pour atteindre le cytosol. Cependant, la validité de ces
résultats est actuellement remise en question suite à la parution de plusieurs études dans
lesquelles une ré-évaluation du mécanisme d’entrée cellulaire des CPPs a été effectuée
(Richard, 2003; L,mdheig, 2002, Lmidbeig, 2003; D,in, 2003). Ces études suggèrent fortement
l’implication d’un processus d’endocytose et semblent indiquer que les premiers résultats
obtenus seraient en réalité des artéfacts associés aux techniques expérimentales employées
pour observer les cellules. En l’occurrence, la fixation des cellules affecterait la perméabilité
de la membrane cytoplasmique et, par conséquent, entraînerait l’accumulation d’une plus
grande quantité de peptides dans le cytoplasme et le noyau. Plusieurs formes d’endoctose
pourraient être impliquées dans la capture cellulaire des CPPs telles que l’endocytose
facilitée par la clathrine, l’endocytose cavéolaire et la macropinocytose ‘ori, 2005). A cause
du grand nombre de résultats contradictoires et étant donné que des variations sont
observées selon le type de peptide et de cellules utilisés, le mécanisme d’entrée cellulaire des
CPPs fait encore aujourd’hui l’objet de controverses (Treliin, 2004).
Parmi les CPPs, les peptides Tat, la pénétratine, et le peptide VP22 ont été les plus
étudiés pour le transport d’ODNs. Ces peptides ont tous une origine virale. Les peptides
Tat sont des versions tronquées de la protéine virale Tat qui est impliquée dans la
transcription nucléaire du T1J_J• Ce peptide est rapidement capturé par les cellules et
s’accumule dans le noyau de ces dernières grâce à une séquence de signalisation nucléaire
(« imcÏear IocaÏiation sequence », NLS) (1 7il’ei 1997a; I ‘ïres, 1997b. La pénétratine est un
peptide de 16 acides aminés issu du facteur de transcription Antennapedia de Drosophila. Il
s’agit de la plus courte séquence de la protéine capable d’interagir avec les membranes
(Derossi, 1994). Finalement, le VP22 est un facteur de transcription du virus Fleipes simplex
qui interagit avec la chromatine et d’autres éléments du cytosquelette. Une fois à l’intérieur
des cellules, ce peptide s’accumule aussi dans le noyau malgré le fait qu’il soit dépourvu
d’une NLS (Elliott, 1997).
Un ODN dirigé contre la glycoprotéine P et couplé de manière covalente au Tat ou
à la pénétratine a bloqué l’expression de la protéine à des concentrations submicromolaires
dans des cellules murines 3T3 Ç4striab-Fisher, 2000). Mentionnons que les deux mêmes
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types de conjugués ont également démontré une activité antisens lorsqu’incubés avec des
cellules HeLa (1striab-FisIier, 2002. D’autre part, les conjugués ODN-pénétratine sont
aussi efficaces pour inhiber la synthèse protéique dans des cellules neuronales. En effet, un
ODN dirigé contre le précurseur du peptide f3-amyloïde a démontré une activité antisens t
des concentrations aussi faibles que 75 ni\l dans des cultures primaires de neurones
Ç1//iiquant, 1995). Dans un autre exemple, un ODN a entraîné la mort de cellules
neuronales PC-12 en inhibant l’expression de la superoxvde dismutase Cu/Zn (11v), 1996).
A la différence des deux autres peptides, les $ acides aminés l’extrémité C
terminale du peptide VP22 peuvent se lier des ODNs marqués t la fluorescéine et former
des particules sphériques de 0,3 it 1,0 im de diamètre appelées «vectosomes » Nornianc4
2001). Les particules seraient probablement obtenues par interactions électrostatiques. Les
vectosomes pénètrent dans les cellules sur une période de 2 4 h et tendent ii demeurer
stables dans le cytoplasme pendant plusieurs jours. Cependant, l’irradiation du complexe
avec de la lumière provoque le détachement de l’ODN qui s’accumule alors rapidement
dans le noyau des cellules. Le mécanisme d’activation du complexe n’est pas vraiment
compris, mais on sait qu’il requiert la présence d’un fluorochrome lié de façon covalente ii
l’ODN ou au peptide. Il a été proposé que l’excitation du fluorochrome présent i forte
concentration dans les particules induirait la formation de molécules réactives pouvant
déstabiliser le complexe et/ou la membrane de l’organelle dans laquelle ils se trouvent.
L’activation des vectosomes augmente l’activité antiproliférative d’un ODN dirigé contre
l’oncogène c-rqfl dans des cellules A549 en culture Q\orrnancl, 2001). Des résultats similaires
ont été obtenus in vivo, où l’injection des particules par voie i.t. chez des souris
immunosupprimées porteuses de xénogreffes humaines a entraîné l’inhibition de la
croissance tumorale suite à leur irradiation (Ztn’aglia, 2003). Mentionnons fmalement que la
formation de complexes ioniques entre un ODN et un peptide nommé MPG a également
été rapportée (Morri.c, 1997, Deshayes, 2004). Ce peptide de 27 acides aminés est pourvu
d’une NLS chargée positivement. Les complexes MPG/ODN se forment spontanément et
sont rapidement transportés dans le noyau de cellules en culture. Toutefois, l’activité de ces
complexes n’a pas encore été évaluée.
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En conclusion, malgré le fait que quelques études suggèrent que les conjugués
ODN-peptides pénètrent dans certaines cellules au moyen d’un mécanisme indépendant de
l’endocvtose, il semble de plus en plus clair que l’élaboration d’un peptide capable d’éviter
systématiquement la voie endosomale n’est pas réalisable. La littérature sur les vecteurs
pepddiques est truffée de résultats conflictuels et il est pour l’instant difficile d’identifier
clairement les attributs que doit posséder un peptide pour véhiculer efficacement des
ODNs. Àfm de faire progresser la recherche, plus d’études devront évaluer à la fois la
capture cellulaire et l’activité biologique de complexes/conjugués ODN-peptide et ce, dans
plusieurs lignées cellulaires. De plus, des données additionnelles devront être disponibles
concernant les relations structure-activité des conjugués et fmalement, la toxicité des
pepddes devra être évaluée en portant une attention particulière à leur potentiel
immunogène. L’acquisition de ces connaissances est une condition sine qua non à l’utilisation
rationnelle des peptides à des fins thérapeutiques.
6. concttision
Bien que les ODNs soient conceptuellement des molécules thérapeutiques
prometteuses, de nombreux obstacles ont freiné leur développement clinique. Les dérivés
P0 ont une activité pharmacologique limitée étant donné leur sensibilité à la dégradation
enzymatique. L’élaboration d’analogues chimiquement modifiés a partiellement ou
totalement comblé cette lacune, mais les problèmes de faible capture cellulaire et
d’interactions non spécifiques demeurent toujours non résolus. Une approche
complètement différente consiste à incorporer les ODNs modifiés ou non dans différents
types de vecteurs. En plus d’augmenter la résistance à la dégradation, la capture cellulaire et
la biodisponibffité intracellulaire, un vecteur idéal devrait réduire le risque d’interactions non
spécifiques et modifier favorablement le profil pharmacocinétique et la biodistribution des
ODNs. À ce jour cependant, aucun système ne répond à tous ces critères. Cela peut être
expliqué en partie par le fait qu’énormément d’efforts ont été consacrés à l’optimisation des
vecteurs in ,‘itro, alors que la plupart des applications in fluo requièrent des systèmes
possédant des propriétés complètement différentes.
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L’incapacité des ODNs à atteindre leur site d’action à l’intérieur de la cellule en
quantité suffisante est l’une des principales raisons qui explique l’inefficacité des vecteurs
synthétiques. La grande majorité d’entre eux pénètre dans les cellules par un mécanisme
d’endocytose (KIia/i/ 2006). Par conséquent, un vecteur ne pouvant favoriser le passage de
l’ODN de l’endosome au cytoplasme aura peu d’effet sur son activité et ce, même s’il
remplit tous les autres critères mentionnés précédemment. Bien qu’il ait été démontré que
des macfomolécules telles le PEI et certains peptides fusogènes peuvent déstabiliser la
membrane endosomale, leur application iii vivo est limitée étant donné la toxicité du premier
et le potentiel immunogène des seconds. Une alternative intéressante consiste en
l’utilisation de macromolécules synthétiques anioniques. En effet, certains polymères
dérivés de l’acide acrylique ou méthacrylique (MAA) sont capables de déstabiliser les
membranes lipidiques suite à un changement de conformation induit par une diminution du
pH. En effet, en milieu acide, la protonation des groupements acide carboxylique augmente
l’hydrophobie du polymère qui peut alors interagir efficacement avec les membranes et
entraîner leur déstabilisation. Les copolymères de MAA sont abordés dans une revue de
littérature placée en deuxième partie de cette introduction dans laquelle sont décrits les
principaux polvanions sensibles au pi-I, leur interaction avec les membranes lipidiques et
leur incorporation dans différents systèmes d’administration de médicaments. Ces
polymères constituent le sujet central de cette thèse qui est divisée en 3 manuscrits. Le
premier manuscrit consiste en une analyse des propriétés physico-chimiques d’une série de
copolymères de MAA afm d’identifier les caractéristiques que doit posséder un polymère
afm d’interagir efficacement avec les membranes à pH acide tout en étant inerte et non
toxique à pH physiologique. Dans le deuxième manuscrit, la capacité d’un copolymère de
I’IÀÀ à favoriser le passage d’un ODN de l’endosome au cytoplasme est confirmée in ,‘itïv.
Finalement, le dernier manuscrit démontre que le copolymère et 1’ODN peuvent être
incorporés dans un système micellaire possédant une architecture coeur-couronne et
présentant des caractéristiques prometteuses pour des applications in vivo.
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Abstract
Water-soluble synthetic polvanions are emploved nowadays in a multitude of
industrial and biornedical applications and are studied extensively as sirnplifled models of
natural polvelectrolvtes. The most interesting feature of carboxvlated polvmers is
undoubtediv theti abilitr to undergo coil-to-globule conformational change upon a decrease
in pH of the surrounding environment. Over the vears, scientists have gained better
insights into the conformational behaviour of these polvmers in solution and in the
presence of membrane bilayers. In addition, when used as protein models, anionic
polvelectrolytes can provide valuable information on physiological processes such as
domain formation in biological membranes. Recendv, polvanions have been evaluated as
part of drug deiverv systems, either as complcxes/conjugates with biomolecules, or in the
preparadon of pH-sensitive liposomal formulations. Titis article reviews the frmndamental
anti practical aspects of pH-responsive synthetic polvanions in drug delivery. The pH
dependent conformational behaviour of these polymers in aqueous solution is described in
detail using poly(rnethacrylic acid) as die model polymer. Since binding to cdllular
membranes js a fundarnental issue m understanding the mechanism of action of polvanions
in cvtoplasmic drug deiverv, studies charactenzing their interactions with phospholipid
bilayers at neutral as well as at acidic pH are reviewed. Finallv, pH-responsive dehverv
systems based on these polymers are described. As die conformational properties of pH-
sensitive polvanions can be easily modulated by carefullv adjusting theft composition, such
formulations may represent an attractive strategv to improve the escape of active
biomolecules from acidic endosomal compartments.
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1. Iiifrodtictioii
Over the last four decades, water-soluble svnthetic polvelectrolvtes have attractcd
considerable interest in the sciendfic comrnunitv. These macrornolecules are emploved in a
wide range of industrial and biomedical applications, and are studied extensivelv as
simplified models of namral polvelectrolytes sucli as nucleic acids, polvsaccharides or
protems. Polymers can be used to niirnic and understand die level of organization of
biomembranes as weil as die selectivity and specfficitv of enzymatic processes. Living
systems are composed of a variety of macromolecules that can change their conformation
and function in response to cnvironmental stimuli. Such dynamic behaviour can be pardi’
reproduced by charged, synthetic macromolecules. for example, wealdy-charged polymers
that adopt a contracted conformation in aqueous solutions are usetul models to investigate
the compact structures of globulaf proteins and the mechanisrns of their denaturation
(Aim/iei’ci, 1962).
Among ail synthedc polvelectrolvtes, polvanions have hcen investigated for vafious
applications in the medical field. Thev have been found to inhibit adjuvant arthritis and
modulate phagocvtic activitv (Fi/iwam, 1996). Recendv, polvanions have been evaluated as
part of drug deliverv systems, either as complexes/conjugates \vith biomolecules (Hofincin,
2000b; Hofi»;an, 2000d), or in die preparation of pH_responsive liposomal formulations
(Drimimoiia 2000). These polymers can be taiored to interact acnvely \vith phospholipid
membranes upon external stimulation, such as acidification of die surrounding medium.
This strategv has been exploited to improve the cytoplasmic deliver of therapeutically
fragile macromolecules (e.g. DNA, pro teins) that enter ceils by endoc tosis and end up in
acidic organeiles. Indeed, following cell uptake, colloïdal complexes are most often
trafflcked rapidlv from endosomes to Ivsosomes where degradadon may occur Q\tii/e/ieuie,
1997; I’vle//man, 1996). Endosomal escape can be promoted bv the incorporation of a
membrane-.destabilizing polvelectrolvte, wbich releases the internalized, active compounds
into the cvtoplasm. In the case of liposomal formulations, vesicle destabilizadon under
mildlv acidic conditions found in endosornes Ieads to rapid liposomal content release before
degradation takes place in die lvsosomes. In addition, pH-sensitive liposomes could, in
principle, be used to selectiveh’ release their contents in regions of die bod where die pH is
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lower than physiological due to pathological conditions (e.g. tumours, inflammation or
infection sites) (Ya/ï’in, 1980).
This paper reviews the fundamental and pracdcal aspects of pH-responsive
synthetic polvanions in dmg delivery. The pH-dependent conformational behaviour of
these pohTmers in aqueous solution js described in detail. Since binding to cellular or
subcellular membranes is a fundamental issue in understanding the rnechanism of action of
polvanions in cytoplasmic drug delivery, studies characterizing their interactions with
phospholipid bilayers at neutral as well as at acidic pH are also reviewed. Finally, die use of
polvelectrolytes for the design of pH-responsive deiverv systems intended to augment the
cytoplasmic deivery of drugs and biomacromolecules is discussed. Tins review is
deiberately focused on synthetic polvanions, and thus natural polvelectrolvtes such as
anionic polvsaccharides are not witbin its scope.
2. pH-det’endent conformational behaviour of anionicbotyeÏectrotytes
The pH-dependent conformation of weak polvacids bas been studied extensively
using polv(methacrvlic acid) (PMAA) as the mode! polymer. The foflowing section is thus
mainly devoted to PMAA, although the information gathered from these investigations can
be largelv apphed to other anionic polvelectrolytes.
2. 7 CarboxyÏated homot’otymers
2. 1. 7 Eect ofioniation on/olymer conformation
In aqueous solution, the conformation of polvelectrolvtes bearing pendant
carboxylic acid groups is a frmction of pH. Lpon ionization, the polymeric chain becomes
more extended as a result of increased electrostatic repulsion betxveen the charged
carboxylate groups. Other interacting forces such as hydrophobic interactions and
hydrogen bonding may also influence the conformation adopted by a polvelectrolyte in
solution. The importance of these forces varies with the ionization degree () and chernical
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composition of die polvmer (e.g. presence of alkvl groups, backbone stiffness). Earlv
studies have demonstrated that polv(acrvlic acid) (PAA) behaves like a flexible
polvelectrolvte and expands monotonoush’ upon neutralization, whereas PI\IAA resists
expansion until a critical charge densitv is attained Anu/ei’i, 1968, J\’agasawa, 1965, Braud,
1974; SakHtu 1993). The difference bet\veen the behaviours of these two polvmers at low
pi-I has been attributed to die presence of hvdrophobic mcdiv! groups within the PI\L\A
chain (Fig. 1, A, B).
\Vbile RA is a random coil at low pi-I, PI\L- forms a compact globule, wbich
opens sharplv when Œ exceeds 10 to 3O0o (pH 4-5). This globule-to-coil transition (Fig. 2)
was descnbed for die first tirne in 1951 bv Katchalskv (Kateha/sky, 1951), who studied the
viscometric and potentiometric properties of PI\L-\Â solutions. He suggested that the
sudden increase in viscosity observed above lO0’o ionization xvas mainlv induced hy changes
of shape. Figure 3 compares the variation of PMAA’s dissociation constant (pK) and
reduced viscosity with x, where
1lrcJ fl/c (1)
where is die specific viscositv and c the polvmer concentration,
PKa pH + log [(1-Œ)/Œ] (2)
and
[-COOl / ([-COQ] + HCOOH]) (3)
As opposed to PAA or other hvdrophffic polvacids (e.g. polv(13-malic acid)) (Seki,
1984b), where pK1 increases hnearh’ widi , the PMXA titradon curve goes through a
maximum at low values. Discondnuity of the pJÇ curves coincides with an abrupt
vjscosjtv increase. Abnormal P\IÀA behaviour at low can be also detccted bv
calorimetrv, as unusual enthalpies of dissociation compared to PXA have been reported
(Cteseeuei, /972, De/be,i. /972). These titration profiles characterize molecules such as
globular proteins and ionizable polv(Œ-amino acids) (e.g. polv(L-glutamic acid) (PGA)
Nagasawa, 1964; Benene, 1966)) that undergo a sharp conformational change. Pl\L-\A
transition has been further characterized (Leyte, /964; Ma,idel 1967, Lyte, 1972), and a
procedure lias been proposed to derive free energv change for transition betxveen the
contracted and expanded fonns tLeyÏe, 1964).
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figure 1. Chernical structures of (A) PAA, (B) PM’A, (C) PEAA, (D) PPAA, (E) PBAA, (F)
MAA-alkvl(rneth)acrvlate copolvrners, (G) alternating maleic acid/alkvl vinvi ether copolvrners, (H)
alternadng maleic acid/stvrene copolvrner, (I) P(NIPAM-eo-MAA-c-o-ODA), (J) PMPAI\I-Pv-Glv,
(K) hvdrophobicallv rnodified succinvlated polv(glvcidol), and (L) polv(f3-rnahc acid).
Because of the simplicitv of its structure, PMAA is considered a model compound
for understanding die behaviour of more complex polvelectrolytes such as proteins. Thus,
its pH-induced conformational change has been investigated under different conditions.
For instance, saits have been shown to stabilize the compact form and to spread the
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transition over a larger range of Œ due to screening effects Leyte, 1964; 1nufrii’a, 1968,
Xagasawa, 1965). This has conflrrned the hvpothesis that die transition is caused by
repulsion between fixed charges along the chain. Otber factors, such as polvmer
concentration (EÏeit, 1999 (Fig. 3), tacticitv (\agasawa, 1965, Leyte, 1972, Dai’enport, i98Oa,
molecular weight (Olea, 1999 and temperature (Jqyce, 1981, Sakm’ai, 1993), have been
demonstrated to affect PMÀA conformadonal behaviour in aqueous solution.
CpH
4
tpH
hydrophobie globule
Figure 2. Schernatic representation of the reversible conformational change underwent bv amonic,
carboxvlated polymers such as PMXA upon variations in pH of surrounding envfronment.
In addition to potentiometric titration, viscometrv and calorimetrv, several
spectroscopic techniques such as ultraviolet (11V) (iUandel, 1967; Daienpor. 1980a), Rarnan
(Koenig, / 969; Lando, 1973), fourier trans formed infrared (FuR) Mande/ 1967; ;\akashlma.
1999; Do,, 200/), smafl angle X-ray scattering (SÀXS) (P/es/i/, 1986, Relt 1999; Muroga,
1999) and nuclear magnedc resonance NMR) spectroscopv (Ciitnel/ 1976, Kaj, 1976), have
been used to characterize poh’mer transition. PI\L\A conformational change Fias also been
monitored by spectrofluorirnetry with fluorescent probes either dissolved in the medium or
covalendv attached to the polvmer. Solubffized probes, such as auramine O (1ni,friei’a,
1968; lT1ng, 1986), pvrene (Oie,,. /979, Cliii, 1981; O/ea, 1989), 1-pvrenemethanol
(]\a/easliima, 1999), tris(2,2’-bipvridine)ruthenium(II) (Chu. 1985) and 9-rnethvlanthracene
(Tau, 1980), have been commonlv emploved to report on modifications in die nature of
their mlcroenvlronments, which are reflected by variations in their fluorescence spectra
and/or lifetime (Ka5’anasimdatam, 1977). Thus, alteradons in the fluorescence characteristics
of a probe in solution in the presence of a polvanion reveal differences bet\veen the
relativelv hvdrophobic envftonrnent in which the probe is solubffized at low pH, and the
polar aqueous medium in which it is expelled upon neutralization. Covalendv-hnked labels
random coil
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Figure 3. Plot ofpKa (circles) and (triangles) versus : c 6.88 X 10 g/mL (full svmbols), c,
9.03 X 10-s g/mL (open svmbols). Àdapted from Heitz et al. (1999) with permission from
Elsevier Science.
(e.g. 5-(dirnethvlamino)- I -naphtalenesulfonate (Bedna 1985, Bednar, 1991), pvrene (Chu,
1984, St,mneI. 1988, 9,1O-diphenvlanthracene (Delain?, 1984), as well as acenaphtvlene or 1-
vhwlnaphtalene (Soutar, 1993, 199-lb, 199-la)) have provided ffirther mformadon on
polvelectrohTte conformation as thev remain associated with the pohTmer even in its
extended form. They have served to directi examine polymer segmental dnamics by
means of tirne-resolved anisotropv measurements. It has been demonstrated that the label’s
average excited lifetime decreases as the PLA chain expands, and tins is attributed to the
greater fluiditv and polantv of its surrounding environment (Bedmu; 1991, Souta,; 199-la).
However, as pointed out bv Morawetz (torawet, 1996) and Soutar and Swanson (Souta;
i991a), one should be careful about die extent to which the behaviour of the poh-rner is
perturbed bv the presence of a covalentlv-bound fluorophore.
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Luminescence studies of pH-induced conformational changes of polvelectrolvtes
have been considerablv refmed bv the use of extrinsic mobile quenchers. The extent to
wbich a given quencher will access a fluorophore depends on several factors, such as
polymer chain mobffity, intracoil microviscosity and hydrophobicity, and die nature of the
quencher itself (charge, hvdrophobicitv). Various quenchers have been tested, including
neutral molecules Uke nitromethane, and ionic species such as Ti and I (C7ien, 1979; Chu,
1984; Oka, 1989; Delaire, 1984; Soutai; 1993). Quenching studies conducted with PMAA
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and PXA have revealed that polymers unfolding with increasing pH enhance the
accessibffitv of quencher molecules to the fluorophore, although the effect is less
pronounced for PÀA than for PMÂA (Gm, 1984). These resuits confirm that PÀA adopts a
looselv coiled form at low pH.
Aithougli its behaviour in solution has been less scrutinized than PMAA,
polv(ethvlacrylic acid) PEAA) (Fig. 1, C) is known to present a conformadonal transition
that is even more pronounced. Evidence for this pH-induced globule-to-coil transition has
been provided by potendometric (Fitchnei; 1977, Joyce, 1981), spectroscopic (Sugai, l983,
Borde,1’, 1987) and light scattering (Eum, 1989) techniques. The compact form of PEXA is
stabffized bv hvdrophobic interactions between ethvl groups and is more stable than that of
PMAA (Sugai, 1983). As observed for PMAA (Olea, 1999), the pH of conformadonal
transition depends on polymer chain length (Schiveder, 1989, Linhardt, 1999).
2. 1.2 Short-range verstts ton-rane interactions
Nagasawa and coworkers (Kitano, 1980; agasawa, 1980, Mmvga, 1985) studied PAA
conformation in aqueous solution assuming that it was determined by two independent
factors: local chain stiffness caused by steric bindrance between adjacent segments (short-
range interactions), and the excluded volume effect occurring between segments far apart
along the chain (long-range interactions). The excluded volume effect becomes negligible
in O conditions, where any type of interaction (e.g. polymer-polymer, polymer-solvent) can
be neglected. Accordinglv, pohrmer conformation js Gaussian (i.e. the polymer coil moves
in a random manner) and its distribution of segments follows the Debe theorv. O
conditions occur at a verv specific temperature for a given polymer/solvent pair. As
solvent power is increased, the flexible polymer chains expand and their conformation
deviates from Gaussian on account of the excluded volume effect. Alternativelv, the
conformation of a semi-flexible chain (“locally sdff’ polymer) deviates from the Gaussian
chain due to intrinsic sdffness of the backbone, a behaviour described by the wonnhke
chain model (Skolnick, 1977). At high ionic strength or under acidic conditions, PAA
conformation is close to a Gaussian coil. Upon neutralization (i.e. as the solvent quality
increases), PÀA expands and its conformation deviates from the Gaussian chain.
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Dynamic light scattering experiments have been carried out to determine whether
this deviation could be attributed to local chain stiffness or to long-range, excluded volume
effect interactions (Nagasawa, 1980; Kitano, 1980). The particle scattering factor P(’8,), which
reflects the distribution of PXA segments, was measured and compared to theoretical
values calculated according to the Debye theorv, the wormlike chain model, and the
excluded volume effect theorv (Fig. 4). The distribution of PAA segments agreed well with
the excluded volume effect theorv, but differed importantlv from that of an extended
wormlike polymer and a random coil in O solvent. From tins study, it was concluded that
the excluded volume effect xvas predominant in the expansion of flexible polyelectrolvte
chains like PÀA. Thus, it was proposed that PÀA expands without a significant change in
its local flexibility. Variations in poh’mer local flexibilitv can be directl evaluated by
determining the persistence length of the chain. The theory of excluded volume effect
assumes that persistence length remains constant regardless of polymer charge density and
ionic strength of the solution. Conversely, in the wormlike chain model, tins parameter
increases with chain expansion. Persistence lengths of P1\\. samples in semi-dilute aqueous
sait solutions were measured by Muroga et aL using SÀX$ and were shown to be essentially
independent of charge density or sait concentration (Mmvga, 1985). A sirnilar investigation
performed with PMAÀ samples gave comparable results, in spite of the overall globule-to
coil conformational change experienced by tins polymer Minvga, 1999). The constant local
conformation and importance of long-range interactions in neutralized PAA were also
evidenced by NMR spectroscopy (Mmvga, 1969).
Walczak et al. investigated the local conformation of PAA by polarized Raman
spectroscopy (Wa/c.ak, 1992). Although thefr first study (W’a/cak, 1992) vas in excellent
agreement with the \vork of Muroga et aL (1985), a second investigation carried out with an
improved spectroscopic method gave conflicting results, since the persistence length vas
found to increase with charge density (WaÏcak, 1996). These discrepancies were explained
by differences in PÀA concentrations, molecular weight, tacticit, as well as varving sali
concentrations, winch render data comparison problematic.
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Figure 4. Comparison of experirnental and calculated P(0) values for various PAA conformations at
0.6 and sait concentration of 0.025 N. The solid limes represent P(0) values calculated for
Gaussian chains (G), wormlike chains W) and for non-Gaussian chains with the exciuded volume
effect (E). Àdapted from Kitano et al. (1980) with permission from the American Chemical Society.
2. 1.3 Cont,vversiaÏ issues
Despite the considerable amount of information on PI’vL’\A, some controversial
issues remain. First, there is some disagreement about the forces stabifizing the compact
structure of the polymer at low values. Hydrophobic interactions and short-range van der
Waals forces associated with methyl side chains as well as hydrogen bonding between
carboxyl groups are possiblv involved (Table 1). Hvdrophobic interactions are most often
postulated to explain the stabifization of the compact PI\LAA form. If the compact form is
stabffized by such interactions, aqueous-organic solvent mixtures should affect the nonpolar
group-water interaction. Viscometry experirnents conducted in water-methanol mixtures
have indeed shown that when present at concentrations greater than 20° ‘o, alcohol lowers
the stabffitv of the compact structure and leads to smooth unfolding of the macromolecule
(/lm/iePa, 1962; Braud, 1974). However, contradictorv results have been obtained by [Y
spectrophotometric titration, wbich stifi revealed PMXA abrupt conformational transition
in water contaiming 4O°”o methanol (Mande/ 1967). It xvas concluded from the latter work
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that the stabihtv of the compacted chaut was primarilv due to van der Waals interactions
between neighbouring methvl groups rather than bv restrucmring of water molecules
around the methvl groups (hydrophobic interactions). Alternanvelv, LV and FTIR
spectroscopv data have demonstrated that hvdrogen bonding between adjacent ionized and
unionized carboxyl groups plaved an important role in stabifizing the compact
conformation of P\LÀ (Daeio,1, 1980a; Dong, 2001). It has been shown that PMA
becomes more compact in the initial stages of ionization (Bedna; 1985, BedilaR 1991), a
behaviour that can be radonalized bv such strong attractive forces onlv. It is indeed
probable that ail three kinds of interactions contribute to stabifizadon of the PL\A
contracted state, although the relative importance of each of them remains to be
determined.
Table 1. Forces attributed to stabilization of thc compact state of PMAA
Research groups Reference(s) Technique(s) used to Force(s) invoked for the
study PMAA stabilization ofthe compact
_____
——
— conformationalchangeform
- -
Katchalskv (KutIu/sXj’. 1951) Viscomerrv Hvdrogen bondaig
Potennometrv van der \Vaals interactions
Anufneva (‘-1uu/iet’a. 1968) PotentÏometrv Hvdrophobic interactions
ViscometrT
Luminescence
Mandel et ut (Leyte. 1964), Potentiometrv van der Waals interactions
ÇUaudet 7967) LV spectroscopy
Delben et ut (DeIlien, 1972) Calonmetrv Hvdrophobic interactions
Braud et ut (Braud, 1974) Potentiometrv Hvdrophobic interactions
Viscometrv
Davenport and Wright (Dcwenpoef, 1980a, UV spectroscopv Hvdrogen bonding
(Davenpt)r. i98Oh
Yamashita and Kwak (Yumashi/a, 1987) Direct tlow No contribution ofbvdrophobic
tmcrocalonmetrv interactions
Bednar et u!. (Bet1nu 1985), fluorescence 1Idrogen honding
(Betbiun 1997) Hydrophobie interactions
Sakurai et ut (Suknrui. 1993) Viscornein Hvdrogen bondrng
Potentiometrv
Dong et ut (Dog. 2007) fTIR Rvdrogen bonding
Hydrophobie interactions
The nature of the polymer structure in the compact and extended form is also a
matter of debate. Soute authors have clairned that in what is cailed the contracted form of
PMAA, there is considerable water penetradon and that uncharged PMAÀ has in fact
overail dimensions that are intermediate between those of a compact dehvdrated sphere and
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a Gaussian coil (Yamashita, 1987, Leyte. 1972, 11eit, 1999). -\ number of reports support die
hvpothesis that the transition is cooperative in nature Anufrieva, 196$ #247;Levte, 1964
#252;Mandel, 1967 #253;Nakashima, 1999 #264j. Tbis conformational transition bas
been found to be more complex than a simple one-step process. Rather, it has been
suggested to taRe place through multiple intermediate steps, with different stages of
unfolding as Œ increased (Kocng, 1969, Chu, 1984; Olea, 1989; 0m, 1985; Douz, 2001). An
“interconnected globular structure” has been also proposed, in winch die PMAA chains, at
low pi-I, forrn compact clusters joined bv flexible, short interconnecting segments. During
die neutralization process, the size of die clusters decreased up to a certain limit, bevond
wbich they disintegrated completelv to an expanded polvmer chain (Bedimi; 1991; Soute,,;
1994a. Tan and Treolar (Tan, 1920) established that these clusters were present for PMAA
molecular weights (M\Vs) above 10,000.
Z 2 QirboxvÏated cooÏyrnen
2.2. 1 Acrv!ic a,id methacn’/ic acid cobolymers
Hydrophobic modifications affect both the segmental mohihty of polvelectrolvtes
and the pH range over which the transition is apparent. Tbis is especiaflv strildng for acrylic
acid (AA)-based systems, since PAÀ is a flexible polvmer that shows no conformational
transition in aqueous media. Incorporation of hydrophobic molecules into PAA (e.g.
fluorescent probes (Turro, 1926, Tutto, 1991; i”vïorishima, 1987), n-a&yl chains (Phi/tbpova,
1997, 1996, Ga.pai; 2001), ethyl acrylate (EA) (Tan, 1973, 1974; Tau, 1975) or ethyl
methacrvlate (de O!iueira, 1996)) results in conformadonal behaviours similar to those
observed widi PMAA.
The pH of phase transition and polaritv of die hvdrophobic domains depend on the
proportion and nature of hydrophobes. For example, copolvmers of methacrylic acid
(i\L-A) (Fig. 1, f) have shown conformational transition that shifted progressivelv towards
higher pH values with increasing hydrophobicitv and/or content of in’drophobic
comonomers (e.. styrene or alkyl(meth)acrylate derivatives) (Fig. 5) (EbcÏon, 1995; Yessiue,
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2003). Copolymers of AA and methyl methacrylate generated hvdrophobic dornains capable
of solubiiizing pyrene, although these domains were more polar than those formed by the
analog copolymers of A and stvrene (Conlo, 1976, Ehdon, 1994).
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Figure 5. Precipitation pi-I of I\L\À/alkvl@ eth)acrylate copolvrners MI\L\5-to-MXÀ5 (squares),
EÀSo-vLAS) (diarnonds), MA35-co-EA35-co-I\i\3 (triangles), MI’Lk-u-t’o-I\L\2u) (circles), and
I\1A15-tv-MI’vL\15-co-i\IÀA1 (stars) as rneasured bv turbidirnetrv at 37°C in phosphate buffer.
Polvmers’ precipitation pH was rneasured as an increase in light scattering intensitv at 480
MIVLrnet11 methacrvlate, EÀethv1 acrylate, MAmethy1 acrvlate, I\LAmethacrvlic acid.
Reprinted from Yessine et al. (2003) with permission from Elsevier Science.
2.2.2 Mateic acid cooÏymers
Reversible conformadonal transitions have been demonstrated in a hydroh’zed,
alternating copolyrner of maleic anhydride and butyl vinyl ether (Dubin, 1967) (Fig. I, G).
This polyrner expanded from a “hypercolled” state to a polyelectrohTte configuration upon
progressive neutralization of the prirnary carboxvl groups. However, in contrast to PI’JAÀ,
tins conformadonal transition presented a “two-state” character, winch implies that the
polymer did not show different stages of unfolding, but jurnped abrupdv from one state to
the other (Sttausi 1979. Maleic acid copolymers of rnethvl and ethi vinyl ether did not
exhibit conformadonal transition (Duhin, 1967, Strauss, 1975a, 1975h. Since these pohrmers
differ from die butyl species only in the number of methylene groups in their aikyl side
chains, hydrophobic forces were unanirnously invoked for stabUizadon of the compact
form. n increase in a&yl chain length (e.g. pentyl, hexyl and octyl side groups) xvas shown
3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5
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to enhance the stabffitv of the compact state and shifted transition to higher values (Duhin,
1970, Stmusi 1978a, 1978b. However, Copolyrnefs of decvl vinyl ether or longer aikyl
chains retained compact conformation over the entire range of Œ (Binana-Limbele, 1987).
The effect of aikyl chain length on conformational transition is fflustrated in Figure 6. A
shuiiar trend vas observed for copolvmers of maleic acid and Œ-olefms (BiancÏ]i, 1970; Fenyo,
1977; Ci],’, 1987). High MW copolvmers with long aikyl chains C4) formed small
intramolecular micelles in aqueous solution (Strauss, 1982; Barhieïi, 1985; Zdanowit’ 1993).
The fraction of aikyl side chains under the form of microdomains vas shown to increase
\vith decreasing o and with rising carbon number (Binana-Limbe/e, 1990;Antholly, 1994).
An alternating hypercoiiing copohTmer of maleic acid and stvrene vas studied
extensivelv by Sugai and coworkers (Fig. 1, H). This copolvmer exhibited conformational
transition upon ionizadon (01mo, 1973; Okuda, 1977) sinar to that of PMAA and maleic
acid-butyl vinyl ether copolymers (Fig. 6). Resistance to chain expansion vas attributed to
intramolecular hydrophobie interactions between the phenyl groups. Derivadve
spectroscopv established the “two-state” character of pH-induced conformational transition
and kinetics studies demonstrated that it occurred in about 500 ms (Sigai, 1974; Otmo,
1978). Tins is simîar to PMAA , but considerably siower than the helix-coil transition of
polv-aminoacids) (about 20 ‘is) Lmmy, 1964).
2.2.3 N-isoroytacrpÏarnide ‘IPI) cobotymers
NIPAM homopolymers (PNIPAM) are physically characterized by their lower
critical solution temperature (LCST), winch is around 32°C in aqueous solution (Heskins,
1968. Thev are soluble below their LCST, and undergo phase transition when heated
above it. By randomlv introducing a small proportion of a titratable comonomer in the
structure of PNIPAM, its LCST can be increased above 37°C, making the pohTmer pH
responsive (Ty/o,; 1975, Hirotsu, i987, Ciien, 1995; IKim, i994, Dong, 1991). A randomly
alkvlated copolymer of NIPAM and I\JAA (Fig. 1, 1) xvas synthesized by our group and
shown to undergo pH- and temperature-triggered conformadonal change (Roux, 2003). At
neutral pH, light scattering and differential scanning calorimetrv (DSC) experirnents
revealed that the polymer undenvent coil-to-globule phase transition over a wide range of
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() temperatures. At acidic pH, the decreased LCST xvas accompanied by a reduction in the
cooperadvitv degree of phase transition.
Thus, it appears that the conformational properties of pI-I-sensitive, water-soluble
polvmers can be easily modulated bv carefullv adjusting their composition. As explained
below, tins in turn wffl influence interaction with the cell membrane and the efficacy of the
drug formulation.
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Figure 6. Variations in the ratio of the first (372 nm) and third (383 nm) peaks ofpvrene emission
spectnlrn (11/13 ratio) (open symbols) and fluorescence lifetime (full svmbols) with neutralization
degree Œ for PIL\A (squares), alternating copolvrner ofrnaleic acid and stvrene (circles) and
alternating copolvmers ofmaleic acid and butyl (triangles) or decyl (reversed triangles) vinvi ether at
25°C. Concentrations: 0.05 M for PMAÀ and maleic acid/alkvl vinvi ether copolvmers; 0.025 M for
maleic acid/stvrene copolvmer. Reprinted from Binana-Limbele and Zana (1987) with permission
from the Àmerican Chernical Society.
3. Interaction of anionictotyetectro/ytes with rnembzme bitavers
Surface-active polvmers can sensitize phospholipid bilayer membranes to a varietv
of extemal stimuli. Tins feature lias been exploited to create vesicles that rapidly release
their contents in response to changes in temperature (Seki, i984a, glucose concentration
(DeWin, 1986), light intensitv (Ferrito, 1988; You, 1991) and pH (Tim?ll 1985). In the
preparation of a pi-I-sensitive deiverv system designed to exhibit maximal acdvitv under
acidic conditions, minimal membrane perturbation is generally expected to occur at neutral
pH. Thus, it is of prime importance to study the interactions of pohrelectrolytes with
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membrane bilavers at acidic as well as at neutral pH. In addition, when used as protem
models, polvelectrolvtes can provide valuable information on phvsiological processes such
as domain formation in biological membranes.
3. 1 Po/y122er-/itid Ïlzten7ctiol/ tif 1/eHfmJH
It is wefl-estabhshed that water-soluble polvelectrolvtes bearing a sufficient
proportion of hvdrophobic groups aggregate in aqueous solution despite the presence of
repulsive charges on the backbone. These polyrners present thickening properties in
solution at increasing concentrations, winch are attributed to associations of theft
hvdrophobic moiedes and the formation of a reversible, cross-hnked polvmer network.
Converselv, in dilute solutions, lower viscosltv values compared to their unmodifled analog
suggest that mtramolecular associations take place (lFang. 1988; 2ïa,iï, 199/; Seiia,i, 1994;
Petit, 1996; Dai, 2000, 2g. 2001). Whcn lipid membranes are mixcd with such polvmers,
incorporation of hvdrophobic groups into the bilaver often prevails over self-association.
Tins was demonstrated for a NIPAM copolvmer bearing pH-sensitive glycine carboxvl
groups, and hvdrophobicallv-modified with 1 mol° o pvrenvl-octadecvl moities (PNIPAM
PvGhT) (Fig. 1, J). In aqueous solutions, PNIPAM-Pv-Glv adopted a micellar structure
with a hydrophobic core composed of pvrene and octadecvl groups (Spqflrd, 1998).
Addition of the copolymer to a suspension of cationic liposomes induced micelle
disrupdon, as the hvdrophobic groups penetrate into the bilayer Po/ooia, 1999. In tins
particular case, binding of the polymer to the phospholipid membrane vas shown to be
primarilv driven by electrostadc interactions between cationic lipids and glycine residues, as
wefl as by hvdrophobic forces (Polo Ç91a, /999, Franein, 1998). The interaction of PNIPAM
Pv-Glv with neutral phospholipid liposomes vas weak because of the absence of
electrostatic interactions and the low proportion of alkvl chains (PoÏooi’a, 1999. When
hvdrophobic forces are sufflcientlv important, binding of anionic polvmers to neutral and
even to negatively-charged lipid bilavers becomes possible (Ladai’ièn, 2002; Lzdai’ière, 2001).
Converselv, if interactions between hvdrophobic groups are too strong, intramolecular
association mav prevail over insertion into the bilavers ()eiaine, 2003).
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Depending on the proportion of hydrophobic side groups within the polvmer
backbone, the charge densitv and polvmer concentration, the association can either stabifize
the vesicles bv adsorption or induce structural changes Qeakage, membrane disrupdon).
For example, high binding levels of PNIPAM-Py-Gly to liposomes created areas of bigh
local curvature leading to local defects, but did flot induce liposome destruction. Sirnilarlv,
hydration of dipalmitoylphosphatidvlchohne (DPPC) multilarneflar vesicles (MLVs) at pH
7.4 in the presence of PEÀA homopolvmer elicitated an increase in the gel-liquid crystaDine
transition half-width of DPPC, whereas die enthalpv of transition was unaffected bv the
polvmer (Seki, 1984. Tins suggested that PEAA vas essentially adsorbed to die external
leaftet of the lipid membrane and did not access the inner laer. PEAA adsorpdon was
maximal at the lipid phase transition temperature (I (Thomas, 1996), and the phenomenon
vas concentradon-dependent until saturation of the vesicle surface vas achieved (Thomas,
i994c. Studies involiring hydrophobicaily-modified PXAs of varving hvdrophobicitv and
charge densitv further showed that, at pH 7.0, polymers bearing a few pendant octadecyl
chains along the backbone adsorbed to vesicles and induced theft stabifization (Ladaviète,
2001, Ladewière, 2002, Neg, 2001). However, more hydrophobic polvmers bearing >25
mol° o octyl groups completehr destabffized small unilameflar vesicles (SUVs) by forming
smailer, mixed structures (Ladai’ièn?, 2001), and triggered dextran leakage from giant
unilameilar vesicles (Ladtwièn?, 2002).
Binding of polvelectrolytes to bilayer membranes can induce the formation of
heterogeneous envfronments. Upon polymer binding, domain formation with selective lipid
enrichment has been investigated extensively by Macdonald and coworkers QWitrakos, 1997,
2000; Macdona/d, 2000) using deuterium 2H) NMR spectroscopv of choline-deuterolabeled
paliintoyloleoylphosphatidylcholine (POPC-c-d. and POPC-[3-d2) (Fig. 7A). They studied
the electrostatic interactions of poly(styrenesulfonate) (PSS), PAA and PGA with cationic
lipid bilayers consisting of mixtures of POPC and dioleoyldimethvlammonium propane
(IDODAP). Binding of ail three polvanions modifled the POPC NMR pattern and was
consistent with die presence of polvelectrolyte-free and polyelectrolyte-bound domains. As
shown in Figure 7B-2 and 7B-3, one POPC-[3-d. sub-spectrum displaved quadrupolar
splitting greater than that of the control (Fig. 7B-1) , wbich grew in intensity with added
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Figure 7. (A) Chernical structure of POPC. The position of the deuterons in POPC--d2 and
POPC-f3-d2 are indicated in the figure. (B) 2H NIJR spectra ofmixed DODAP + POPC-[3-d2
(20/80) cationic hpid bilavers as a function of added PSS in arnounts corresponding to, from left to
right, 0, 0.75, 1.0 and 2.0 equivalents ofPSS anionic charge to DODAP cationic charge. Arrows
indicate the ernergence of the polvelectrolvte-bound population with a quadrupolar sphtting greater
than the control. A schematic picture of anionic polvelectrolyte bound to the outer leaflet of a
rnixed cationic + zwitterionic lipid bilaver at different anion/cation charge ratios is shown at the
bottom of each spectrum. Adapted from I\fitrakos and Macdonald (1997) with permission from the
Arnerican Chernical Societv.
PSS. The polvelectrolvte-bound population xvas enriched with DODAP, \vhile the
poh’electrohTtefree population xvas correspondinglv depleted. At concentrations below the
anion/cation equivalence point, it was suggested that the polvelectroh’te lies flat on the
membrane surface. When the amount of added polvelectrolvte exceeded charge
equivalence, the quadrupolar splittings tended toward values characteristic of the control
cadonic bilayer in the absence of polvelectrolvte. According to these authors, the enriched
DODAP domains were then dissipated due to a more brush-like configuration adopted by
the polvelectrohTte (each of its charge is no longer bound with a lipid surface charge) (fig.
7B-4). Cadonic amphipbile segregation xvas correlated with the potendal of the
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polvelectrohte to penetrate into the bilayer. More hydrophobic PSS formed the most
compact domains, while hydrophilic PGA produced larger domains containing more POPC
(Mitnïkos, 1997). The extent of polymer binding xvas also related to its hydrophobicity and
foilowed the order PSS > PAA > PGA (Porta,; 1997). Domain size on a per chain basis
was linearly proportional to the MW of the pohTelectrolvte (iMitrakos, 20O0. Overafi, studies
of anionic polymer-lipid interactions at neutral pH showed that anionic polyelectrolvtes are
capable of inducing domain formation in oppositelv-charged lipid bilayers bv means of
electrostatic attractions. In the absence of suci attractive forces, interactions between
polvelectrolytes and phospholipid bilavers are driven bv hvdrophobic substinients.
3.2 H-detendentto!yrner-Ïit)id comt’Ïexation
As discussed above, acid titradon of a weak polvacid generaflv induces modification
of its conformation. The state of ionization determines the abilitv of the polymer to
interact/destabiiize Upid membranes. To date, four major systems have been investigated
as membrane-hrdc polymers, i.e. poly(alkylacryhc acid)s, NIPAM copolymers, succinylated
po1vglycido1)s, and polv(f3-malic acid) (Fig. 1).
3.2. J PoÏyaÏkytac,tic acid) denvatives
In 1984, Seki and Tirreil (Seki, 1984a) demonstrated that some polv(a&vlacrvilc
acid)s could associate to phosphaddylcholine membranes and modifv their phase-transition
behaviour in a pH-dependent manner. Upon acidification, PAA and PMA.A induced
vesicle aggregation (F1!jiwara, 1997) and increased the bilayer permeabilitv to smafl
molecules Kitano, 1991; Kitano, 1994). In contrast to R\A and PMXA, wbich showed no
abihtv to solubifize phospholipid membranes at any pH, PEAA vas found to cause
complete membrane reorganization under acidic conditions (Seki, 1984a; Thomas, 1995).
PEAA alone undeiwent pI-I-dependent conformadonal transition at pH 6.1-6.2 (Borden,
1987), whereas the pH of transition xvas sbifted to 6.5 in the presence of DPPC vesicles
(Bordeii, 1987, Scl)roede,; i989 Thomaj; 1992). This shift xvas attributed to hydrogen bonding
between the unionized carboxyl groups of PEAA and the phosphodiester functions of the
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lipid surface. Hvdrogen bonding was considered as the main driving force for polvmer
complexation, the latter being dependent on extemal pH, die polvmer’s pK1, and tacticitv
(Seki, 198-la).
At low pH and above die Tm, low concentrations of PESA (< 3°’o w/w
PEAik/lipid) stronglv adsorbed to a varietv of MLVs, including negativelv-charged
liposomes (Seki. 1984a. Moreover, membrane permeabilizadon to small molecules
(Tiïre/4 1985) or ions (Thomas, 2000) and pore formation (Chmig, 1996) were demonstrated.
Selective recognidon of labeled membranes resulting in clye release vas observed between
PEXA-bound adenine and lipid surface-bound thymine funcdonal groups (Pinilta, 1994).
At sufficiendv high concentrations (> 50° o w/w PEAA/lipid), die polymer induced the
formation of mixed micellar aggregates (Borden, 1988. Thomas and Tirreil (Thomas, 1992
hvpothesized that a change in polvmer conformation may not be required for membrane
solubifization. As carboxvlic groups are protonated, PEAA becomes more hvdrophobic
and adsorbs to the outer leaflet of die bilaver. This mav cause membrane expansion, which
increases lateral compression of the bilaver and leads to membrane disruption. The rate of
miceffization seems to be kinedcallv controfled bv polvmer adsorpdon, which is maximal
near 7 (Thomas, 1996). Electron microscopv, X-rav diffraction and Raman spectroscopv
have revealed that die resulting mixed micelles had a disk shape (Borden, 1988; Thomas,
1994/.
When die polyrner is covalentlv coupled to the vesicle surface, permeabilizadon of
liposomes may occur without membrane miceffization. Maeda et al. have demonstrated that
PEAA conjugated to SUVs induced rapid calcein release upon acidification to pH 6.5
Çvlaeda, 1982, 1991). Furthermore, covalendy-linked PEÀA permeabilized large unilamellar
vesicles (LUVs) composed of egg volk phosphatidvlcholine (EPC) and cholesterol (55/45
mol/mol), promoting their fusion at low pH (Chen, 1999. It xvas suggested that the
hvdrophobic segments of PE\5 inserted into the membrane of neighbouring liposomes,
leading to close vesicle-vesicle contact and local dehvdradon. Tins caused defects in
membrane pacldng and eventually fusion. Intermembrane mixing between EPC LLVs was
also recentlv reported with non-covalendv bound PE2A (Linhardl, 2000). In tins svstem,
fusion vas preceded hv essentiallv complete leakage of an encapsniated cive.
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Polvelectrolvte-induced reorganization of membranes is sensitive to liposome
composition. Cholesterol bas been shown to decrease the pH at which entrapped vesicle
content vas released from lipid vesicles (Miils, 1999, Need/jam, /998). Cholesterol is known
to increase phospholipid packing in die bilaver (Senior, /982). Àccordinglv, a greater
amount of work is required to perturli membrane structure, which is compensated bv
increasing polvmer protonation. It was also shown that incorporation of 5 mol°’o
polv(cthvlene glycol) (PEG) (M\V2000) did flot inhibit the interaction benveen PE2uA
(MW30,000) and liposomes under acidic conditions (Mi//s, 1999, Needham, 1998). It bas
been suggested that PEAÀ bas a cross sectional area sufficiently small to penetrate the PEG
layer. The pH at which membrane reorganizadon occurs could also be rnodulated by
varving the polvmer’s M\V (Sc/itveder. 1989) or copolvmerizing ethvlacrvhc acid (E:\A) with
a more hvdropbilic or hvdrophobic monomer (Thomas. 1995). Polvrners with a greater MW
collapse at higher pH values and form mixed micelles that exciude water more effectivelv.
The addition of increasing amounts of hvdrophilic MA-\ units in the polyrneric structure
leads to a progressive reduction in the pH at which vesicle solubffization occurs, and to an
apparent broadening of transition (Fig. 8).
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figure 8. Optical densities (relative to optical densities at pH 7.0) of 1:1.5 (w/w) DPPC/EÀA-MXA
copolvmer mixtures in 50 mIVI phosphate buffer. Ernpty circles, triangles, full circles, emptv squares
and full squares refer to 100, 73, 58, 49, and O mol° o EXA, respectively. Reprinted from Thomas et
al. (1995) with permission from de Àmerican Chemical Societv.
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C 3.2.2 \TIP4Ai co,bo/ymer
Our group has taken advantage of die increased LCST of pH-responsive NIPAM
copolvmers and proposed a new pH-sensitive liposome svstem. We demonstrated that
NIPAM copolvmerized vith MAA and octadecvl acrylate (ODA) (hvdrophob;c anchor
(Fig. 1, I) triggered the release of a fluorescent dve (Mye; 1998; Ztgnani, 2000) and
doxorubicin Le,vux, 200/) from EPC, EPC/cholesterol or EPC/cholesterol/PEG
phosphatidvlethanolamine LUVs under nnldlv acidic conditions (pH 4.9-5.5). The pH at
which the polvmer collapsed vas correlated with liposomal content release. Accordinglv, it
vas hvpothesized that pH-triggered release at 37°C resulted from transient destabilization
of liposornal membrane structural integntv due to conformational change of die polvmer
upon acidification. Although the exact mechanism involved in die acidic destabilization of
vesicles remains to be determined, the formation of local defects of high curvature vas
detected by 2H NMR (Roux, 2003).
The presence of ODA chains in the structure of tire copolymer vas found to be
essential for pH-dependent triggered release (Ztguaui. 2000). However, Félix et u7 observed
that NIPÀM/MXA copolvmers, even without ODA, were capable of binding to POPC
liposomes in a pH-dependent manner ([J7v. 2002/), 2002a). In these studies, content
release vas not assessed, but membrane fusion was found to occur, aithougli to a limited
extent and at verv acidic pH (20° at pH 2.6, l5°/o at pH 4.1, less than 1000 at pH 5.6).
Other investigations demonstrated that fusion vas probabiv not involved in LUV
destabilization by NIPAM copohrmers (Zzgnani, 2000; Ko,ga, 200/). An interesting advantage
of these polymers over polv(alkvlacrvlic acid)s is their abffitv to destabilize vesicies prepared
with high temperature phase transition phospholipids such as distearovlphosphaddvlcholine
(1m 55°C) at 37°C (Roux, 2000).
3.2.3 SuccinvÏatedpo/vvcido/)s (Sitc?G)
SucPG are PEG derivatives with carboxylic acid groups on the side chain (Kono,
1994). SucPG bearing n-dec 1 a&vl chains (Fig. 1, K) were incorporated in the structure of
C) EPC vesicles to generate pi-I-sensitive liposonres. Content leakage vas negligible at pH 7.4,
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but increased rapidlv below pH 5.5 and vas accompanied bv concomitant membrane
fusion. Intermembrane mixing vas enhanced with decreasing pH and with rising polvmer
concentration. Although the mechanisms bg wbich SucPG liposomes are destabffized were
flot investigated in this studv, protonation of the carboxylic acid groups was postulated to
enhance interactions with the lipid membrane, causing local dehvdradon and, evenwaflv,
fusion. Recendy, li was further demonstrated that SucPG liposomes fused with positivelv
charged lipoplexes under wealdv acidic conditions (Kono, 2001), and that fusion was not
hindered h’ the coupling of an anti-BCG monoclonal andbodv to the liposome QWi’otfe,
2002.
3.2.4 Po1vfl-ma/ic acid)
The non-biodegradabilitv of polv(alkvlacrvlic acid)s and NIPAM copolvmers mav be
a scrious limitation to thefr widespread use in die biomedical field, especiallv when
injectable formulations are considered. Non-biodegradable polvrners are flot metabolized
and can onlv be cleared bv renal excretion. Thus, \IW should not exceed the glornerular
filtration threshold (Sjmoui 1987). To circumvent this constraint, biodegradable
poh(carboxvlic acid)s such as poly([3-malic acid) (Fig. 1, L) could lie used. The polvmer
found to pernrb the structural organizadon of DPPC vesicles in a pH-dependent manner
(Seki, 1984b. As mentioned earlier, polv(f3-malic acid is devoid of hydrophobie side
groups. Therefore, its behaviour in solution resembles that of PAA, wbich means that it
does flot induce complete membrane reorganization (Seki, 1984h). A recent study showed
that the incorporation of octyl groups ( 5 mol°’) witbin die polvmer backbone xvas
necessarv to induce liposome content leakage, aggregation and fusion (Osaiiai, 2000). These
events took place below pH 4.0, and increased with polvmer/lipid ratio and decreasing pH.
However, the fact that these structural changes occurred at such low pH Umits die
development of pH-sensitive vesicles for drug deiverv applications. It is not et known
whether further modifications to the polvmer’s chemical composition could shift its pH
dependent transition profile to higher pH values
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4. D,ii c/eÏii’ery arnÏicatiolÏs: e,iÏja,ited eHdosornat escape of biomo/et’u/es
The efficient deliverv of therapeutic macromolecules (e.g. DNA, proteins) to the
cvtoplasm is often limited bv their intracellular trafficldng pathwav. )ithough colloïdal
complexes can be internalized into targeted cefis via receptor-mediated endocvtosis, thev are
most of the tirne rapidlv trafficked from endosomes to lvsosomes where degradation mav
occur (Itukheyir, 1997, Me//mcm, 1996). The efficient intracellular delivcry of endocvtosed
active biomolecules generallv requires a membrane_disrupting agent, which would facffitate
release of the drug from the endosomes (e.g. pi-I-sensitive liposomes) and/or eventuallv
destabifize the endosomal membrane to promote drug escape in the cvtoplasm. Since
endosomes have a slightlv acidic pH, anionic carboxylated polvmers are potendally useful
for tins purpose because thev can destabdize membrane bilavers by a pH-triggered
conformadonal change (Fig. 9).
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Figure 9. Intracellular trafficking pathwav followed bv polvmer/biornolecule conjugates internalized
through receptor-mediated endocvtosis. pi-1-sensitive anionic polvmers are potendallv useful
membrane-destabilizing agent, since thev can promote endosomal escape of internahzed
biomolecules mto the cvtoplasrn before tbev reach the lvsosomes, where degradation occurs. Once
in the endosome where pi-I is slighdv acidic, the polvrner undergoes a coil-to-globule transition
resulung in membrane destabdization and cvtoplasrnic release of die complex/conjugate. In the
figure. X represents a therapeudc hiomacromolecule such as a drug, peptide, DNA, or andsense
ohgonucleotide, conjugated to the polvmer.
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4. 1 Foination ofcomÏexes/ coJljHates
Anionic carboxylated polymers have been studied extensivelv as macromolecular
drug carriers. To assess whether irnproved cytoplasmic deliverv of drugs could be achieved
with these polvmers, their abffitv to disrnpt eukarvodc ccli membranes has been investtgated
using red blood ceils (RBC) as endosornal membrane models 3.1//1Yh)’. 1999; Yt’sii,ie, 2003;
Heskins, 1968). The hemolvsis assav was uscd in numerous studies to assess to potential of
different arnornc polvmers to disrupt endosomes becausc it had been previouslv shown that
there is a correlation betxveen peptide hemoh’dc efficiencv and endosomal disruption
(P/cmk, 1994). The pertinence of tins mode! vas also confirrned with a studv of the lytic
properdes of a series of MAA copolvmers performed with artificial phospholipid vesic!es
prepared with EPC: cholesterol: dio!eovlphosphatidv!ethanolamine:
dinÏristov!phosphatidv!glvcerol (61:17:16:6 mo!ar ratio) (Yes1?He. 2003). These liposomes
presented a phospholipid composition stirar to lvsosomal membranes, and the release
profiles alrnost n-ijmicked those obtained with RISC (Darne!!, 1990). In tins model, the
extent of membrane disrnption is determined bv measuring hemoglobin !eakage. PEÀA as
wefl as random copoirmers of EA and ÀA or MAA (50/50 rnol/rno!) showed similar
hemolvtic activitv at pH 5.5 and below CMiidb)’, 1999, Yes.dne, 2003). For ail three polvmers,
the hvdrophilic-hvdrophobic balance was comparable in terrns of die cdiv! to carboxyl
group ratio (1:1). Smdv of the strucmre-acdvitv reladonship of a set of different MAÀ
copolvmers demonstrated that the presence of EA greadv incrcased the polymer’s abiiitv to
destabffize the membrane bilayers (Yessmne, 2003). It vas further shown that, for efficient
destabifizadon at acidic pH, the copolymers should exinbit sharp conformational transition.
Murthv et at. also found that increasing die alkvl chain length of monomer units enhanced
membrane !vdc activitv i\Il/dh)’ i999, iUurthj’. 1998). Cornpared to PEÀA, the more
hydrophobie polvmers, polv(propvlacrvlic acid) (PPÀÀ) (Fig. 1, D) and polv(butvlacrTlic
acid) (PBÀA) (fig. 1, E), exinbited greater hemolytic activltv and acineved complete RISC
lvsis at higher pH values (pH 6.1 and 7.4, respecdvehr). A 3-fold increase in PPÀA’s
molecular weight (from 10,000 to 30,000) vas also shown to enhance hemolytic acdvity
(t-Jeskùts, 1968). However, excessive poli-mer hvdrophobicitv vas not associated with
membrane destabilizadon and resulted in high macrophage cvtotoxicitv at neutral pH
(Yessmne, 2003). Tins is probabh- due to die globule configuration adopted liv the polvrner in
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solution, wbich tenders it more susceptible to phagocytosis. Thus, pH-sensitive synthetic
polymers can be molecularly engineered to efficiende disrupt eukarvotic membranes within
a defmed pH range b adjusting their hydrophific-hydrophobic balance. The membrane
destabifizing activitv of the polymers could also be modulated by mechanical treatment,
such as focused ultrasound. Tire concomitant administration of PEX- and ultrasound was
found to svnergisdcallv increase PEÀA lytic activitv toward REC, and to shift the pH at
which hemolysis occurs to values sirnilar to those of PPAA Mourad, 2001). However, tire
applicabffitv and efficiency of this method in i’itiv and in t’ii’o remain to be assessed.
Since they induce RBC hTsis at pH values typical of those found in endosomes,
PEÀA and especiaflv PPAÀ were further smdied as carriers for model biomolecules.
Interestinglv, hnkage of PPÀA to a protein (streptavidin) did not affect pH-dependent
conforinational change of the poivmer, or its abffity to disrupt RBC Latkey, 1999a. A pH-
sensitive polvmer/streptavidin compiex vas ffirther shown to induce pH-triggered release
of the model drug biotin following polynrer collapse (Buhmis, 2000. Increased endosomal
escape of a biomolecule was ftrst assessed in l’i/ro with PPAA chemically conjugated to a
toxin (ricin A chain), and resulted in enhanced cvtotoxicitv (Laeky, 1999h). Enhanced
cytoplasmic deivery of PEG-fluorescein isothiocyanate grafted to the pohTmer backbone ma
a pH-sensitive hydrolysable acetai bond vas also observed by puncwate staining of murine
hepatocytes ÇEJonan, 2000a. Further evidence xvas obtained tir transfection experirnents
using dioleoytrimethylammonium propane (DOTAP)/plasmid DNA complexes, wbich
showed that the addition of PPAA led to significant enhancement (up to 20-fold) in the
number of transfected ceils (Stqyton, 2000; C/ieimg, 2001). Tire rnechanisrn of DNA release
from these type of complexes is not understood precisely. It vas suggested that
internalizadon of cationic lipids/DNA lipoplexes liv endocytosis brings on destabilization
of the endosomai membrane through induction of flip-flop of anionic lipids from the
cytoplasmic-facing monolayer (Xu, 1996). The laterai diffusion of these lipids into the
complex would forrn a charge neutral ion pair with the cadonic lipids, which would resuit in
dispiacement of DNA and its release into the cytoplasm. It is not known at present
whether incorporation of a polymer within the complex influences in any way the release of
the conjugated active compound. The fact that DOTAP/DNA/PPXA particles exhibited
bigh levels of transfection in media containing up to 500 o serum indicated that the polymer
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mas’ confer both senim-stabifizing and endosornal-escaping properties to lipoplex carriers
(Chemig, 2001). The first example of targeted drug delivery of a PPXA bioconjugate was
given with a streptavidiii complex, which vas bound to a biotinvlated antibodv (Lackey,
2001). Complexadon of PPAÀ with the targeted biomolecule did flot inhibit its
internalization, and enabled its transfer from the endosome to the cvtoplasm (Liekej, 2002.
Àlthough the cytoplasmic release of potentially therapeutic molecules has been
studied extensively in i’it,’v, in t’ii’o studies performed with such systems are scarce. A recent
investigation carried out with DOTAP/DNA/PPAA complexes sliowed that gene deiverv
could be achieved through the injection of ternarv complexes into rince wounds (Kyïiakides,
2002). PPXA incorporation in die complexes resulted in prolonged gene expression (6
days), an increased number of transfected ceils, and localized modulation of the wound
healing response. However, topical application of die formulation failed to induce
prolonged gene expression. At present, no study involving parenterallv injectable
formulations of anionic polvelectrolvte conjugates/complexes has been reported.
Accordinglv, much work remains to be donc to assess die viability of such systems iii nit’o.
4.2 H-sensitù’e libosornes
pH-sensitive liposomes bearing NIPAM copolvmers are currentlv evaluated for the
endosomal deivery of drugs that are degraded in lysosomes, such as f3-cytosine arabinoside
(ara-C). This andcancer drug vas previously shown to be deivered to and degraded in
lysosomes after deiverv i’ia conventional liposomes (Conno’; 1986). Rapid release of ara-C
in endosomes using pH-sensitive dioleovlphosphatidvlethanolamine/oleic acid liposomes
vas dernonstrated to increase its activitv. Once released in the endosomes, ara-C vas
rapidlv trafficked to the cvtoplasm bv nucleoside transporters located in the endosomal
membrane (Brown, 1990)1. Ara-C encapsulated in pH-sensitive PNIPAM/liposomes
complexes exhibited greater cytotoxicitv than the control, pH_insensidve formulation
toward J774 macrophage_hke ceils (Roin; 2002a). The abffity of such vesicles to facilitate
the transfer of a fluorescent dve in die cvtoplasm of these ceils was qualitativelv assaved bv
fluorescence microscopy (Francis, 2001). It vas found that ceils treated with
liposome/polymer complexes displaved diffused fluorescence, indicating rapid endosomal
116
escape and diffusion of the dye into the cvtoplasm. In contrast, phagocytosis of plain
liposomes led to a vesicular fluorescence pattern reflecting die presence of the probe in the
endosomal/Ivsosomal compartrnent. ?reliminary data indicate that polymer_coated
liposomes are also reladvelv stable in serum. Pre-incubation of liposomes in 750 human
did flot resuit in a significant loss of pH-sensitivitv (Roux, 2002b). In iiro, die
polvmer provided, at neutral pi-I, a steric barder sufficient to significantlv increase the
liposome circulation times (36°’l increase in area under the curve) (Rom 2002b). force
measurements between polvrner-coated lipid bilavers showed that NIPAM copolvmers
provide a steric barrier diat is pH-dependent (Roux. 2O02b. Ai pH 7.0, long-range repulsive
forces were present, while die range and magnitude of these forces were significantlv
reduced at pH 5.4. However, tins modest “stealth” effect remained marginal in comparison
to PEG, wbich is more hvdropbilic and flexible. DSC and FTIR experirnents further
showed that at neutral pH, die NIRM copolvmer vas flot in its random coil configuration,
and dius mav not provide liposomes \vidi optimal steric protection in ri”o (Roux, 2003). The
addition of PEG to NIPAM copolvmer/liposome complexes efficiendv prolonged
circulation time, but significandv decreased liposome pHsensitivity (Roux, 2003). Thus, to
be dinically viable, pH-sensitive NTPAM copohrmer/liposome complexes need ffirther
optimtzadon. Bodi properties, i.e. long circulation tirne and abilitv to achieve efficient
cvtoplasmic deliver, should be found in the same formulation. Since NIPAM copolvmers
seem relativelv weil-tolerated in t’it’v (Tailkfrr. 2000; Fra,ids, 2001) and in ,‘ho Mo/inaro, 1999),
such systems represent a promising strategv for improving the liposomal delivery of drugs.
SucPG-rnodified liposomes are also currently being investigated for drug deiverv
applications. The cvtoplasrnic deiverv of calcein in CV-1 kidnev ceils was successfullv
achieved ria EPC SI1Vs (Kono, 1997). The efficiencv of deliverv vas correlated with die
abi]itv of polvmer-coated liposomes to fuse with tlie endosomalÏlvsosomal membrane.
Recendy, Kono et aL reported that negativelv-charged SucPG complexes, prepared bv
mixing lipoplexes with SucPG liposomes bearing transferrin as ligand, exhibited bigh
transfecdon efficiencies (Kono, 2001). h was flirther shown that cvtotoxicitv of die SucPG
complexes was less than that of plain lipoplexes. As mendoned earlier, SucPG liposomes
were also used in the preparadon of immunoliposomes by conjugadon of an and-BCG
antibodv to the lipid membrane QWioue, 2002. Ibis formulation retained specific antigen
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binding affmitv to target ceils. Following incubation of BCG-SucPG liposomes containing
die fluorophore Dii with colon 26 ceils at 37°C, diffuse fluorescence was observed in the
cefis. These resuits suggested that the dve vas rapïdlv released from the immunoliposomes
and diffused into cvtoplasm following recognition and internalization of the complexes bv
tumour cefis. Such targeted liposomal formulations are expected to be valuable for
improving internalization of anticancer drugs and bioactive materials through receptor
mediated endocytosis. It is vet unknown whether the circulation time of SucPG liposomes
is comparable to that of PEGvlated liposomes.
5. Co;ïctiidin rernarks
Polvanions are nowadavs emploved in a multitude of indus trial and biomedical
applications. The most interesting feature of carboxvlated polvmers is undoubtedlv their
abilitv to change conformation upon pH variation of the surrounding environment. Oyez
the vears, scientists have gained better insights into die conformational behaviour of these
polyrners and of the factors influencing transition. Aniomc poh’electrolvtes were first used
as svnthetic models to better understand how natural polvelectrolvtes behave in solution
and in the presence of membrane bilavers. Later, pH-responsive deliverv systems based on
these polvmers were proposed as a means of improving die endosomal escape of active
biomolecules. Because of their great versatiliti, these formulations may represent an
attractive strategv for acitieving such a goal. To be efficient in vivo, pH-sensitive coiloidal
formulations should bear a number of essendal properties, including biocompatibilitv,
stabilitv in senim, long circulation time, interaction with targeted ceils and internalization,
rapid release foflowing application of the stimulus, and, fmailv, deliverv of the active
biomaterials into die cytoplasrn of die targeted ceils. To date, ahhough promising resuits
have been obtained, ail these characterisdcs have flot yet been combined into a single
formulation with great success. Additional work and furdier optimization are required
before anionic polvelectrolvtes can be used universailv as part of drug deiverv systems that
can efficiendv deliver their content into the cvtoplasm.
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HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS DE LA THÈSE
Hy/ot/Jèse de recherche
Certains copoh’mères d’acide méthacrylique \LA) sensibles au pH possèdent des
propriétés déstabilisantes des membranes leur permettant de faciliter le transfert
d’oligonucléoddes antisens (ODNs) de l’endosome au cytoplasme suite it leur incorporation
dans différents vecteurs synthétiques.
Objectifs e’ne’imix
En nous basant sur la littérature, nous constatons que certains polv(acides
(méth)acryliques d’alkyle) peuvent interagir avec des membranes lipidiques en fonction du
pH. Les résultats de plusieurs études démontrent que les propriétés déstabilisantes des
membranes de ces polymères sont grandement influencées par leur composition et leur
hydrophobie. D’autre part, ils suggèrent fortement que ce type de polymère pourrait être
employé afm d’augmenter la libération de principes actifs dans le cytoplasme. Nous avons
donc décidé d’étudier en détail les propriétés de ces polymères et d’évaluer leur potentiel
thérapeutique en les intégrant dans des systèmes d’administration de médicaments.
L’objectif principal de la présente thèse consiste ii déterminer si des poly(acides
(méth)acryliques d’alkyle) peuvent être utilisés afin d’améliorer le transport intracellulaire
d’ODNs.
Objectifs Je’cifiQues
Dans un premier temps, les propriétés physico-chimiques d’une série de
copolymères de vL\A ont été corrélées avec leur capacité déstabiliser des vésicules
lipidiques en fonction du pH. Pour ce faire, les copolymères ont été caractérisés dans le but
d’identifier les propriétés qu’ils doivent posséder afm d’interagir efficacement avec les
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membranes à pH acide tout en étant inertes et non toxiques à pH physiologique. Plus
précisément, cette partie du travail consistait à:
- Etudier le changement de conformation des différents copolymères en fonction du
pH.
- Évaluer les propriétés déstabilisantes des membranes des différents copolymères en
fonction du pH.
- Evaluer la toxicité des copolvmères envers des cellules en culture.
Dans un deuxième temps, le copolvmère le plus prometteur et un ODN modèle ont
été incorporés dans des nanoparticules ternaires composés de dioléoyhrirnéthvlammonium
propane (DOTA?). De par sa nature cationique, ce vecteur a permis d’étudier en détail
l’efficacité et le mécanisme d’action du système iii i’itro. Il était attendu que le copolvmère de
MÀA potentialise l’activité de l’ODN en augmentant son transfert de l’endosome au
cytoplasme des cellules. Afin de vérifier cette hypothèse, les travaux effectués visaient à
- Déterminer si le copolymère de I\L\A augmente la capacité de l’ODN à inhiber
l’expression de sa protéine cible.
- Étudier la capture cellulaire de complexes.
- Evaluer la distribution intracellulaire des complexes.
Etant donné la nature cationique des nanoparticules à base de DOTA?, elles sont
instables en présence de sels et susceptibles de se dissocier ou de s’agréger en présence de
sérum. Par conséquent, le copolvmère et l’ODN ont dans un troisième temps été
incorporés dans des micelles polvioniques possédant des caractéristiques plus prometteuses
pour des applications in mi. Les dernières expériences accomplies avaient donc pour
objectifs de:
- Vérifier si le copolymère de MAA et l’ODN peuvent être incorporés dans des
micelles neutres, de petite taille, de distribution de taille étroite et présentant une
architecture cœur/couronne.
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- Étudier les propriétés physico-chimiques des micelles en fonction du pH.
- Confirmer que le copolvmère de MAA incorporé dans les micelles conserve sa
capacité déstabiliser les membranes lipidiques suivant une dininution du pH du
milieu.
- Évaluer si les micelles protègent 1’ODN de la dégradation enzymatique.
- Déterminer si les micelles peuvent faciliter le transfert de l’ODN de l’endosome au
cytoplasme de cellules en culture.
CHAPITRE 2
Characterization of the membrane-destabilizing properties of
different pH-sensitive methacrylic acid copolymers3
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Abstfact
The intracellular deliverv of active biomacromolecules from endosomes into the
cytoplasm generaflv requires a membrane-disrupting agent. Since endosomes have a slighdy
acidic pH, anionic carboxvlated poh-mers could be potentiallv useful for tins purpose since
thev can destabiiize membrane bilavers bv a pH-triggered conformadonal change. In tins
studv, 5 different pH-sensitive methac;Tlic acid copolvmers were charactenzed with respect
to their physicochernical and membrane lvdc properties as a function of pi-J. pH
dependent conformational changes were studied in aqueous solution bv turbidimetr and
spectroftuorimetrv. The hvdrophobic domains that formed upon a decrease in pH were
found to be dependent on die copolvmer’s composition. Hemolvsis and cvtotoxicitv assavs
demonstrated that the presence of the hvdrophobic ethvl acrvlate monomer and/or
sufficient protonation of the carboxvlic acid groups were important parameters for efficient
membrane destabffization. Excessive copohmer hvdrophobicitv vas not associated with
membrane destabilizadon, but resulted in lirgh macrophage cvtotoxicitv. Overail, this studv
gave more insights into the structure-acdvitv relationship of methacrvhc acid copolvmers
towards membrane bilayers. Gaining knowledge of modulation of the physicochemical
properdes of copolvmers and die optimization of copolvrner-lipid interaction mav lead to
the elaboradon of much more efficient drug dehverv systems.
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J. Introdtiction
The efficient deiverv of therapeutic macromolecules (e.g. DNA, proteins) to the
cvtoplasm is often limited by their intracellular trafficldng pathwav. Although colloidal
complexes can be internalized into targeted cefis via receptor-mediated endocytosis, they are
most of the tirne rapidlv trafficked from endosomes to lvsosomes where degradadon mav
occur \‘Iukhe’fr, 1997, I.’1e//man, 1996). The escape of biomolecules from endosomes
generally requires a membrane-destabffizing agent, which can release the internalized
compounds into the cytoplasm before thev reach the hTsosomes. Since endosomes exhibit a
shghdv acidic pH (5.0-6.5), a possible strategv to achieve such a goal consists of using
carrier that destabilizes the endosomal bilaïer under mildlv acidic conditions and is non-
disruptive at pH 7.4.
Carriers based on attenuated vit-uses have been studied extensively in gene dehverv
(Shimotoimo, , Wei, 1981; Gordo,,, 1991). At low pH (4.8-6.5), viral fusion glvcoproteins adopt
an -heLix or a f3-sheet conformation, winch interacts with cefi membranes and induces
their destabifization (Hernande, 1996). Although thev provide bigh transfection efficiencies,
these agents can elicit host immunogenic reacdons (Ternie, 1990). Safetv issues have
prompted the developrnent of svnthetic fusogenic peptides that miwc the process bv winch
viruses destabifize endosomal membranes Sitb/yarao, 1987, Plallk, /991). However, like the
parent viral vector, these pepddes are likely to be immunogenic in vivo. To obtain safer
agents, much attention has been focused on the development of nonviral deivery vectors
such as svnthetic poli-mers. Arnong thesc, svnthedc pH_sensitive polvelectroli-tes are of
particular interest as thev can, like viruses, interact with membranes in a pH-dependent
manner. The mechanism of membrane destabilization varies, depending on whether the
polvelectrolyte is a weak base poIycadon) or a weak acid pohïanion).
The first class of polvelectrolvtes is composed of cadonic aminated polvmers, such
as polv(L-lysine) (PLL), polv(ethvlenimine) (PEI), and polv(amidoamine) (PÀA). These
polymers promote membrane destabilization at acidic pH via electrostadc interactions
bet\veen protonated amines and die negadvelv-charged membrane. PLL is a linear polvmer,
which efficiendv binds DNA and protects h from degradation bv nucleases (Laernrnli, 1975,
Wi, 1987, Wagiie,; 1990. However, its usefulness is linrited as h is relatively cytotoxic and
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poorly endosomolvtic. Thus, PLL does flot h’ itself inducc the endosomal release of DNA
uflless another endosomolytic agent is added (Zeuke, 1990, Erbacher, 1996), or unless the
polvmer is chemicallv modified to increase its lvtic acdvity Midoiix, 1999, Bemis, 2000).
Highlv branched cationic polvmers such as PET and PAA dendrimers are efficient
transfection agents that are thought to act hv a proton-sponge effect. The high buffermg
capacity of these polymers prevents acidification of the endosomal compartrnent, and
induces ion influx in endosomes, causing osmotic swelling and vesicle destabilization
(3oussi/ 1995, Haeuslei 1993). Recent work on these polvmers has demonstrated that chain
flexihilitv would be a kev feamre for this effect, since polvmer expansion appears to be an
important parameter leading to endosomal sweflmg and subsequent disruption (Taig, 1996).
The second categorv of pH-sensitive synthetic polymers consists of aniomc
carboxylated polymers, sucli as acrvlic and methacrylic acid copolvrners. These polvmers
bear pendant carboxvlic acid groups and destabilize membrane bilavers bv a pH-triggered
conformational change. Thev collapse from an expanded hvdrophiiic coil at pbvsiological
pH to a hydrophobic globule in an acidic enviromnent (Seki, /984; Borde,i, Ï987, de OIh’eira,
1996; OÏea, 1999). So far, pohT(ethylacrvlic acid) (PEAA) is the anionic carboxvlated
polymer that has been sdied most extensively for lis membrane-destabilizing properties.
PE2L.-\ is currentlv being invesdgated in liposomal deiverv systems to induce pH-triggered
release of liposome content (Maeda, 1988, Thomas, 2000; C2ieii, 1999; Mi/Lç, 1999). It is also
being evaluated as an endosomolytic agent (Miittty, 1999; Moiuim, 2001). At acidic pH and
iow concentrations, it can permeabifize cefi membranes, whereas high polymer
concentrations completeh’ solubffize phospholipid bilavers (Thomas, 1992. PEÀA
interaction with membrane hilayers is wdll characteri2ed in die literature. However, littie
information is available on the stmcture-activitv reladonship of methacrvlic and acrylic acid
copolvmers. This manuscript is aimed at characterizing 5 different methacrylic acid (1\L\A)
copolymers with respect to their membrane lytic properties as a function of pH. To gain
more insights into their stmcture-dependent interaction with membrane bilayers, the
phvsicochemical properties of the copolymers are correlated with their abilitv to destabifize
vesicles (red blood ceils or liposomes), and with cvtotoxicitv assays. Ulhmatelv, these
copolymers could be used as soluble macrornolecular drug carriers. Drugs could be
covalentlv attached to the polymer backbone via a cleavable linkage. AlternativehT, IVL\Â
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copoh’mers could be complexed bv means of electrostauc interactions to positivelv-charged
DNA deliverv systems such as polvplexes and lipoplexes.
2. Materiats ami rnethods
2. 1 MatenaIs
Methacrylic acid copolymers were prepared by free radical polymerizadon and
provided by Rihm GmbH (Darrnstadt, Germanv). The lactate dehvdrogenase (LDH) assav
kit anti cvtochalasin B were purchased from Sigma (St.-Louis, MO). Egg
phosphatidvlcholine (EPC), dioleovlphosphaddvlethanolamine (D OPE) and
dimiristovlphosphatidvlglvcerol (DMPG) were obtained from Northern Lipids inc.
Vancouver, BC, Canada). Cholesterol (Cbol) vas obained from Avand Polar Lipids
Alabaster, AL). 8-hydroxvpyrene-1,3,6-tnsulfonic acid (HPTS) and p-xylene-bis
pyridmium bromide (DPX) were procured from Molecular Probes (Eugene, OR. Enless
otherwise stated, ail other products, including pvrene, fluoresceinamme (isomer I) and 3-
(4,5-dimethvlthiazol-2-ïl)-2,5-diphenvl tetrazolium bromide (MII), were obtained from
Aldrich (i\fflwaukee, \VI).
2.2 Purification anti motecutar weitïht cletermination
Prior to use, die copolvrners were dissolved m ethanol and dialvzed against water
for at least 72 h. Absolute number M)- and weight MJ- average molecular weights
(M\Vs) as weil as the polvdispersitv index (PI) were detennined bv size exclusion
chromatographv (SEC), using a Waters 1525 pump (Waters, Milford, I\Lk) equipped with a
high-sensïvitv differendal refracdve index detector (Waters 2410) and PD 2000 light
scattering detector (Precision Detectors, Franklin, Ek). The eluent vas either a 50 mM
trisQivdroxvmethyl)aminomethane (Tris) buffer, pH 8, or N,N-dirnethvÏformamide (DMF)
containing 10 mM lithium bromide (liEr). Four Waters Eltrahvdrogel (120, 250, 1000 and
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2000) or 3 Waters Styragel colurnns (HT2, HT3 and HT4 were placed in series. Flow rate
and temperature were set at I mL/rnin and 35°C, respecdveh7.
2.3 Ez’atllatiû,l ofthe13reci13ttatto,i 13H o/mei/iacn’/ic a& copo/vme3
The copoivmers were dissolved in phosphate buffered saUne (PBS, 34 mM, NaC1 75
mM), pH 7.4, to a fmal concentration of 75 mg/L. Polymer solutions were progressivelv
acidified with HC1 to pH 3.2 and aliquots were withdrawn at different pH values. The
prccipitadon pH was deterrnined bv 900 turbidirnetrv at 480 nm under stfrring at 37°C,
using a Series 2 Aminco Bowman spectrofluorimeter (Spectronic Instruments Inc.,
Rochester, NY) Myei; 1998). Light scattering intensides were plotted as a function of pH.
Experiments were run in duplicate.
2.4 Sttidv of tue 13H-de13endent conformationaÏ hwzsition of co13o/’ymers bv13yrene
fluorescence
The copolvmers were dissolved in PBS, pH 7.4, to a final concentration of 200
mg/L. Polvmer solutions were progressiveh’ acidified to pH 4.2 and aliquots were
\vithdrawn at different pH values. Pvrene (2 X 10 M) vas also dissolved in phosphate
buffer and added to the copolymer solutions. The samples vere stirred overnight in the
dark at room temperature. Fluorescence emission spectra were recorded at 37°C (X 334
nm), and intensities of emission peaks I (372 nm) and III (383 nm) served to monitor the
formation of hvdrophobic domains witbin the copolvmers. Experiments were also
performed without pyrene to eliminate excess light scattering caused by precipitated
copolymers. Each experirnent xvas performed in quadruplicate.
2.5 Hernolvsis assavs
Tins procedure vas described previouslv by Murthv and coworkers ÏIui1Iy, 1999.
Hurnan red blood ceils RBC) were selected as the endosomal membrane model. The ceils
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were collected from a healthv donor in vacutainer tubes (Fisher Scientific, Montreal, QC,
Canada) containing 5.5 mg of liquid K3 EDTA. The tubes were centrifuged at 200 g for S
min at 4°C, and the ceils were washed 3 times (centrifugation followed bv redispersion)
with PBS, pH 7.4, or saline 0.9° o (w/v). RBC were counted with a hemacytometer and
diluted either in isotonic phosphate or 2-(N-morphohno)ethanesulfonic acid (MES, 20f)
mM, NaC1 110 mM) buffer of the appropriate pH. The copolvmers were dissolved in PBS
or in mildlv aikaline saline 0.9° o (w/v). The hernolvsis assav was performed liv adding RBC
suspended in the appropriate medium to the copolymer solution (fmal cd concentration
10° RBC/mL). The samples were incubated for 30 min under stirring at 37°C, cooled on
ice, and centrifiiged at 5,300 g for 5 min at 4°C. To determine the extent of membrane
disruption, hemoglobin absorbance in die supernatant vas measured at 541 nm, using a
Power\Vave microplate reader (Biotek Instruments, Winoosld, ViE). To obtain IOO°’o
hemolvsis, cells (10° RBC/mL) were lvsed bv dispersion in water. Controls were prepared
liv mixing the RBC with buffer or saline. RBC were tested witbn 24 h after collection.
2.6 Assessment of copc/vmer-tiid interaction usi Iitosomes as membrane modets
Unilamellar liposomes (20 mM total lipid) composed either of EPC or
EPC:Chol:DOPE:DMPG (61:17:16:6 molar ratio) were prepared bv hvdration of dried
lipids, followed bv repeated extrusion through a 0.2-Jim pore size membrane at room
temperature. Liposomes containing the highlv water-soluble fluorophore HPTS and the
coffisional quencher DPX were prepared by including these probes in the lipid hydration
buffer (N-(2-hvdroxvethvl)-piperazine-N’-(2-ethane sulfonic acid) (REPUS) 20 mM, HPTS
35 mM, DPX 50 mM, pH 7.4). Untrapped dve was removed bv gel filtration in Sephadex
G-100 (Phannacia, Baie d’Urfé, QC, Canada). Liposomes and the copolvmers dissolved in
mildlv alkaline saline were added to either isotomc PBS or MES buffer of the appropriate
pH. The release of liposome content was monitored for 20 min at 37°C b a fluorescence
dequenching assay (Daleke, 1990). The extent of content release vas calculated from HPTS
fluorescence (X’4l3 nm, nm) relative to measurement after liposome lvsis in
0.5° o v/v) Triton X-100, winch gave die complete release of encapsulated HPTS and
DPX.
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2.7 Measurement of Ïiosome si’e by dynamic tiht sca#enn LV)
The hgdrodvnamic mean diameter and size distribution of liposomes were
detennined at an angle of 90° and a temperanre of 37°C bv DLS, using differential size
distribution processor intensitv analvsis (N4Plus, Coulter Electronics, Miami, FL). The
copolvmers were dissolved in PBS at concentrations rangmg from 0.25 to 4 mg/mL. The
solutions were filtered tbrough a 0.45-!lm pore size filter before liposome addition. Size
measurements were conducted in triplicate.
2.2 L..abeÏin of coo/rner B withfluoresceinamine and study ofadsortio,i
Fluoresceinamine (1.6 X 10 mrnol) dissolved in dis tffled anhydrous tetrahydrofuran
(THF) vas added to a THF solution of copolvmer B (250 mg, 2.2 mL). The mixture vas
degassed for 15-20 min under argon, and the carboxvlic acid group activator N
ethoxvcarbonyl-2-ethoxv-1,2-dihvdroquinoline (1.9 X 10 mmol, 20° o excess) was added.
The reaction vas carried out for 72 h under inert atmosphere in the dark ai room
temperature. THf xvas then evaporated under vacuum, and the cuide product was
dissolved in phosphate buffer, pH 9. It xuas dialysed (MW cut-off 3,500) for 3 days against
a water/methanol mixture (50:50 v/v). The methanol vas subsequendv replaced bv pure
water, and dialysis was condnued for another 2 days. The purifled product vas fmally
freeze-dried, and the absence of free ftuoresceinamine vas confirmed by thin laver
chromatographv, usmg an ethvl acetate/hexane/acedc acid (78:10:2 v/v) mobile phase. The
fluorescein content of die copolvmers was assaved bv spectrofluorimetrv in PBS and found
to be C).04 mol° o (ield: 66°). The precipitadon pH of labeled copolvmer vas measured as
described above (Section 2.3).
For the adsorption study, 10 RBC suspended in the appropriate isotonic buffer
(phosphate or MES) at pH varvmg from 6.0 to 7.4 were incubated for 30 min under stirring
ai 37°C, with the labeled copolvmer dissolved in mildlv aikaline saline (final concentration
75 or 150 Jlg/mL). Controls were prepared bv adding onlv saline to the RBC. The samples
146
were then centrifuged gendv at 50 g, and the fluorescence of die supernatant QL485 fin,
2’530 nm) was determined in a FL600 microplate reader (Biotek Instruments). To
obtain 1000 0 fluorescence, the copolymer was rnixed with the appropriate buffer devoid of
RBC. Each experirnent xvas performed in quadniplicate.
2.9 Evatuatio,ï ofthe ceÏtuÏat toxtczty of tvj)otymers liv A’ITÏ assay
Inhibition of ceil proliferation vas measured b tetrazolium sait MIT assay
(Zl’iosmaim, 1983). J774 mouse macrophage-like cefis (a gift from Professor Michel
Desardins, Universït de Montral, Montreal, QC, Canada) were suspended in Dulbecco’s
modified Eagle cefl culture medium (DMEM) containing 100 o (v/v) heat-mactivated (56°C,
30 miii) fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penidillin G and 100 Jig/rnL streptomvcin
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada). The ceils were plated in 96-\veli tissue culture plates
(100 tL DMEM-FBS containing 5 X Î0 viable cefis) and allowed to adhere for 24 h at
37°C in a humid atmosphere containing 5° CO,. Twentv tL of copolvmer solutions in
PBS and steri]ized h’ filtration through a 0.2-ltm pore size filter were then added to die
wells in triplicate (final concentration ranging from 3 to 500 ig/mL). Controls (1000 o cd
survival) were prepared bv adding PBS to the cefis. Incubations were conducted for 4$ h,
and MIT dissolved in PBS (10 p.L of a 5 rng/mL solution) vas added to each well. After a
further 3-h incubation, sodium dodecyl sulfate (100 !IL of a 10° w/v solution contaming
0.01 N hydrochioric acid) xvas added to each well to dissolve reduced MIT. Absorbance
vas measured 24 h later at 57t) nm. Each experiment was undertaken in quadruplicate.
Experirnents using die phagocvtosis inhibitor cvtochalasin B were performed in 24-well
tissue culture plates (500 iL DMEM-FBS containing 5 X 10 viable ceils) After 24 h of
incubation, 50 iL of a solution of cvtochalasin B (6 jiM final concentration) were added to
each wefl in triplicate. The plates were incubated for 20 mm, and 108 pi of copolymer E
solution prepared in PBS were added to die wells (final concentration ranging from 125 to
1,000 tg/mL. Inhibitor ceil toxicitv was assessed bv adding PBS to the ceils instead of die
copolvmer solution. The ceils were incubated for another 4.5 h, rinsed twice with sernm
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free culture medium, and fresh DMEM-FBS medium was added. The MTT assay vas
performed after 48 h as described above. Experiments were conducted in triplicate.
2. 10 Evatziatio,; ofthe ceÏÏtilar toxicitv ofcopotvrners bv LDH assay
Cellular death due to necrosis is associated with the release of the cvtoplasmic
enzyme LDH (Cahuud, l958, Lohne,; 2000; Philhibi; 1996). To determine the in vitro toxicity
of the copolymers, J774 ceils were plated in 96-well tissue culture plates as described above
for the MTT assay. Àfter 24 h of incubation, copolymer solutions were added to each well
in triplicate (fmal concentration ranging from 3 to 500 .tg/mL). Controls were prepared by
adding PBS to the cefis. The ceils were incubated for another 48 h, and LDH acdvity was
assessed in 4 IIL aliquots of the supernatant of each wefl with a modified commercial LDH
assay kit (Phitl)s, 1996). Total LDH content was measured by incubating the ceils with
Triton X-100 (l°o v/v fmal concentration) to induce cd lysis.
3. Resu/ts
3. 1 MW determination
The chemical compositions and respective MWs of the MAA copolymers are
shown in Fig. 1 and Table 1. Ahhough most copolymers were analyzed in an aqueous
mobile phase (e.g. Tris buffer, it was necessary to use DMF with 10 m’vI LiEr for the more
hydrophobic copohrmer E. Tins copolymer, winch contains only 10 mol°o I\L\.A, was
found to interact with Ultrahydrogel columns. The MWs obtained ranged from 20,000 to
30,000. For ail copolymers, the PI lay between 1.2 and 1.4, winch is acceptable for
polymers synthesized by free radical polymerizadon.
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Table 1. Molecular weight and precipitation pH of the different copolymcrs tested
Copolymer Chemical composition Molecular weight pH transition
(molar ratio) range
M M PI
Type A’ ILk/I\LA (50:50) 20640 28390 1.38 3.8 — 4.5
Type B’ EA/\L (50:50) 21630 26240 1.21 47_ 5.1
Type C’ \L\/EA/MAA (35:35:30) 242’O 31510 1.30 5.0 — 5.6
Type D’ DCA/L\A (70:30) 19130 23030 1.20 4.8 — 5.3
Type E2 (45:45:10) 26940 32680 1.21 Broad
(4.5 — 7.0)
I M\\ evaluated in TRIS buffer, pH 8.
2 \IW evaluated in DMF containing 10 mM LtBr.
methyl methacrvlate, 7Lk methvl acrTlate, EA = ethyl acrvlate, \E-kA methvl acrylic acid
3.2 Evaluation oft/iepH-deendent confbrmationat transition ofMA copovmers
fig. 2 shows the precipitadon pH for the 5 IVIXA copolyrners, while the pH
transition ranges are presented in Table 1. Since mrbidimetrv is a method sensitive to the
formation of particles \vith size neighboring the light wavelength, the reported values do
flot correspond to the true onset of phase transition but rather to the stage where the
polvmer starts to aggregate substandaflv. Most of the copoivmers exhibited re1adveh sharp
transitions wbich encompassed 0.4-0.7 pH units, and started to precipitate at least 1.8 pH
units below 7.4. Copolvmer E presented a much broader transition that covered about 2
pH units and started to phase separate at pH 7.0. The fact that this copolymer contains
only 10 rnol°”o carboxylic acid groups may explain the more graduai precipitadon profile.
HO
‘z
O
R,=CH3, CH2CH3
Figure 1. Chemical stnicwre of the I\A copo1mers tested.
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figure 2. Precipitation pi-I of I\L copoirmers À (squares), B (diarnonds), C (triangles), D (circles),
and E (stars) at 37°C. The copolymers were dissolved in PBS, pI--I 7.4. Polvmer solutions were
progressivelv acidified to pH 3.2 and aliquots were withdrawn at different pi--I values. Poli-mers
precipitation pH was rneasured as an increase in light scattering intensitv at 480 nrn.
To gain more information on the hvdrophobicitv of the aggregates that are formed
at acidic pH and to determine whether hydrophobic microdomains can be detected prior to
a turbidity increase, pH-dependent conformational transition of the different copolymers
was monitored by spectroftuorimetrv, using pvrene as a probe. Pyrene is comrnonly used to
assess the degree of hvdrophobicity of its surrounding environment because its emission
intensiPj and vibronic band structure are sensitive to solvation (Ka/j!auasifnc/aram, 1977). For
pH-sensitive polymers, the formation of hydrophobic microdomains under mildi acidic
conditions can be monitored by an increase in total fluorescence intensitv and a decrease in
die ratio of die first (372 nm) and third (383 nm) peaks of the emission spectrum (1/13
ratio). Fig. 3A shows the emission spectnim of pyrene in solution with copoh’mer B at 2
different pHs, whereas Fig. 3B depicts die 1/13 ratio plotted as a function of pH for the
different copolymers. Both an increase in the total fluorescence intensity of pyrene and a
decrease in the ‘1/13 ratio were obsenred as die pH vas decreased from 7.4 to 4.8. These
resuirs reflect die progressive conformational change of the copolymer, and are typical of
the presence of hydrophobic domains in vhich pyrene is preferentiaflv solubilized.
Copolymers À and B underwent the sharpest transitions, foflowed by copolymers C and D.
Interestingly, copohTmer E presented no transition at ail. R is noteworthy that the
sharpness of the transition is related to the amount of MAA present in the copolymers,
namely 50 mol° ‘o for copolvrners A and B, 30 mol0 ‘o for copolymers C and D, and only 10
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mol°o for copolvrner E (Table 1). Also, as observed bv turbidimetn-, the transitions of
copolvmers A and B occurred at the lowest pH values, foflowed bv copolvrners C and D.
However, these experiments suggest that hvdrophobic microdomains afteadv exist before
polvrner self-association is detected bv rnrbidimetrT. Bv comparing Figures 2 and 3B, one
can observe that at the onset of turbiditv increase, pvrene has afreadv partidoned into a
highlv hvdrophohic environrnent (i.e. I/I3 ratios < 1.3).
(A)
(B)
1 Copolymer A
I Copolymer B
Copolymer C
1.4
_c Copolymer D
1.3
Copolymer E
1.2
pH
Figure 3. (A) Pvrene ernission spectra in the prescnce of copolvrner B at 37°C and pH 7.4 (lower
cun-e) and 4.8 (upper curve) (B) Variation. with pf-I, ofthe 11/13 ratio ofpvrene codissolved at 37°C
\vith the different IL\A copolvmers tested (data points have been rernoved for clarity).
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3.3 Evaluation ofthe membrane-destabilizinptvpenies of copoÏvmers at ieutrat anti
acidicpH
Destabifizadon of membrane bilayers bv the copolymers vas first sttidied at neutral
pH, usmg RBC as the endosomal membrane model. Fig. 4 shows the copolvrners’
hemolvdc acdvitv at phvsiological pH. Copolvmers B, C and D were the most hernolvtic at
pH 7.4, whereas copolvmer E presented limited hemolvdc activitv, reaching a maximal
value of 200/0 hernolvsis at 10 mg/mL. Copolvmers B, C and D became signfflcantlv
hemolvtic (5°’o) at a concentration of approximatelv 0.5 mg/mL. Between 0.5 and 5.0
mg/rnL, copolymer B was less hemolytic than copolvmers C and D, which demonstrated
similar activifies. These resuits are in agreement with the transitions detected bv
turbidimetrv and pvrene fluorescence spectroscopv. The doser die transition was to pH
7.4, the more hemolvdc the copoh-mer vas at that pH.
100
80
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Figure 4. RBC hemolvsis at phvsiological pi-i induced bv MXA copolvmers A (squares), B
(diarnonds). C (triangles), D (circles), and E (stars) at 37°C and phvsiological pi-I, as determined
after a 30-min incubation bv the absorbance of released hemoglobrn at 541 nm. RBC suspended in
PBS, pI-I 7.4, were added to copolvmers dissolved in the same buffer at varving concentrations (10-
10,000 ±g/mL). Mean ± SD (n3).
A useful endosomolytic agent should have membrane-destabilizing properdes at the
mildlv acidic pH (5.0-6.5) found in endosomes. Assessment of copolvrner pH-dependent
ixtic acdvitv was fnst carried out with RBC (Fig. 5A). Onlv copolvmers B and C caused
hernolvsis at 150 Jlg/mL in the pH range tested. Hemolvdc acdvitv was maximal at pH 5.0-
5.5 for both copolvmers. To determine the lowest hemolvdc concentration at acidic pH,
0 2000 4000 6000 8000 10000
Concentration (.tg/mL)
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hemolvsis caused bv copolvmers B and C (pH 5.0 and 5.5) vas evaluated at concentrations
ranging from 5 to 250 jig/mL (Fig. SB). Copolvmer B was more hernolvdc at pH 5.5 than
5.0, especiailv at 25 jtg/mL (S$°’o vs 10° o hemolysis, respectively). Copolvrner C vas also
less hernolytic at pi-I 5.0 than at 5.5, but at ail concentrations tested, and xvas globaily less
hemolytic than copolymer B. Thus, maximal hemolysis is flot necessarily achieved at the
most acidic pH. At low pH values, extensive phase separation (Fig. 2) could hmit polvmer
interaction with cd membranes.
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Figure 5. pH-dependent RBC hemolvsis induced bv the copolvrners tested at 37°C after a 30-min
incubation. (-v) RBC suspended in isotonic phosphate or MES buffers of the appropriate pff were
added to copolvmers À (squares), B (diamonds), C (triangles), D (cticles), and E (stars) dissolved in
rnildlv aikaline saline at 150 gg/mL (final concentration). Mean ± SD (n3). (B) RBC hemolysis
caused by copolymers B (diamonds) and C (triangles) al pH 5.0 (open) or 5.5 (closed) at various
concentrations (5-250 tg/mL). I’vlean ± SD (n”3).
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To assess the effect of membrane composition on theft lvtic properties, the
copolvmers were incubated 20 mm at 150 ig/mL and different pH, with artificial
phospholipid vesïcles prepared witb EPC or EPC:Chol:DOPE:DMPG (61:17:16:6 molar
ratio). The latter liposomes present a phospholipid composition similar to lvsosomal
membranes (Datiell i99O. The vesicles were loaded with fluorescent probe HPTS and a
coffisional quencher. Fig. 6A shows die resuits obtamed with EPC liposomes.
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figure 6. Release ofHPTS encapsulated in (A) EPC or (B) EPC:Chol:DOPE:DMPG (61:17:16:6
molar ratio) liposomes at 37°C. The vesicles were incubated for 20 min without (cross) or with
copolvmers A (squares), B (diamonds), C (triangles), D (cfrclcs), E (stars) at 150 tg/mL. HPTS
release from liposomes vas rneasured bv an increase in HPTS fluorescence (2L413 nm,
nrn). One bundred percent content release was obtained bv adding Triton X-100 to die liposomes,
and the data are expressed as a percentage of total HPTS release. Mean ± SD (n3).
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Compared to RBC, these vesicles are more readilv destabffized. \Vith the exception of
copolymer E, the copolymers triggered complete probe release at pH 5.0. Copolymers B, C
and D also demonstrated high activity at pH 5.5 and 6.0. Copolymer A, which undergoes
phase transition at Iower pH values, required a more acidic pH for maximal activit.
Incorporation of Chol and the negativelv-charged phospholipid DMPG to EPC liposomes
decreased polvrner-triggered content leakage (Fig. 6B). Release profiles from these
liposomes almost rnimicked those obtained with RBC (Fig. 5A), with copolvmers A and E
showing no HPTS release at am’ pH, and copolvmers B and C being rnaximaily lytic at pH
5.0 and 5.5.
3.4 Adsort#ion sttidy to RB C
To determine whether the copolvmers adsorbed to RBC, copolvmer B was labeled
with fluorescein. Labeling did not s;gniflcanth’ modih’ die pH at which die polymer phase
separates (data flot shown). Although sharper, transition began at the same pH (5.5) as the
unmodffled copolvmer and foilowed the same trend up to pH 5.0. The adsorption saidy
was carried out at a maximal concentration of 15f) 1g/mL to avoid complete membrane
solubifization at pi-J values ranging from 7.4 to 6.0. At ail pH values, the proportion of total
copoh’mer bound to RBC at 75 j.tg/rnL was almost twice that observed at 150 jig/mL (Fig.
7). Saturation of adsorpdon sites at 150 Jlg/mL may explain these resuits, since adsorption
on membrane bilayers has been shown to be a sanrable process for PEAA (Thomas, 1994).
Between pH 6.5 and 7.4, dicte was about 20°o adsorpdon to RBC at 75 ig/mL. At pH 6.0,
adsorpdon increased to 60°. Since partial hemolvsis was observed at that pH, tMs
proportion js probablv underestimated. After solubifization of RBC lipids, some copolvmer
mav end up in the supernatant and mav be included with die unbound fraction. The extent
of polymer adsorption to RBC vas estimated by dividing die number of adsorbed polymer
molecules b the number of RBC. At 75 ig/rnL, betveen pH 6.5 and 7.4, approximately 3
x iO polvmer molecules adsorbed to RBC, and titis number mcreased to I x 10 at pH 6.0.
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Figure 7. Àdsorption oflabeled copolvmer B to RBC. The labeled copolvrner was incubated with
RBC for 30 min at 37°C at 75 (open bars) and 150 (closed bars) Jlg/rnL. Samples were centrifuged
at 50 g. and fluorescence of the supernatant vas measured (7.485 nrn, Xcm530 nm).
Measurernents are expressed relative to 0° o adsorption obtained bv inccibating the labeled
copolvmer with the appropriate buffer devoid ofRBC. Mean ± SD (n4).
3.5 Çvtotoxititv assays
The ceflular toxicitv of the copolvmers was evaluated on macrophage_like ceils bv
\1TT (ceil prohferation, Fig. 8A) ami LDH (cd necrosis, Fig. 8B) assavs. The 2 assavs gave
comparable resuits. While copolymers À and D did not show any ctotoxicitv, copolvmer
B vas associated with less than 20° t ceil survival and LDH release of about 35° o at
concentrations exceeding 12.5 .tg/rnL. Copoh’mer C induced mild cytotoxicity (80° o ceil
survival, 15°o LDH release) above 250 jlg/mL. It is noteworthy that, at neutral pH,
copohTmers B and C were hemolytic towards RBC at bigher concentrations ( 0.5 mg/rnL).
Tbis greater sensitivity of J774 vs RBC may reflect differences in membrane intrinsic
structural properties (Gmm, i988. Surprisinglv, copolymer E, wbich demonstrated weak
hemolvdc activitv at pH 7.4, showed extensive cvtoxicitv towards J774 ceils at the highest
concentration tested (0.5 mg/mL). To determine whether phagocvtosis of copolvrner E
vas involved in the significant toxicity observed on macrophage-like ceils, a cd
proliferation assav xvas undertakcn with tins copolvrner and cefis pretreated with
cvtochalasin B. Cvtochalasin B is a fungal metabolite frequentlv used to inhibit actin
dependent ftmctions, such as phagocvtosis in living eukarvouc ceils (Daities, 1978; Legiu,id,
1996). In the presence of cytochalasin B, there vas a 5-fold increase in cd sunTival at 0.5
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and 1 mg/mL, the rnost toxic copolvmer concentrations (Fig. 9). Reduction of ceil death
less important at lower copolvmer concentrations, probablv because of cvtochalasm B’s
intrinsic toxicity (about 200 o ceil death, data not shown).
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Figure 8. Copolymer cvtotoxicitv on J774 ceils as a function of concentration as determincd by A)
MTT and (B) LDH colodmerric assavs at (from left to dght 3.125 (white), 12.5 (striped), 62.5
(b1ack, 250 (squared) and 500 (dotted) 1g/rnL Mean ± SEM (n4).
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Figure 9. J774 ccli sunival, as deterrnined by IVfFf assay, as a function of copolymer E
concentration. The celis were incubated with (closed bars) and without (open bars) 6 lII\1
cytochalasin B. Mean ± SEM (n4).
4. Discussion
4. 1 Molecular weight determination
Five different MAA copolymers were characterized with respect to their
physicochemical properties, membrane lytic activitv and cytotoxicity. The synthetic
copolymers used in this work are a priori flot biodegradable. Thus, their elirnination from
the body would be stricily dependent on renal glomerular filtration. Seymour e! ai. reported
that a MW of 40,000 is tbe limiting threshold allowing renal ebmination of non
biodegradable N-(2-hydroxypropymethacrylamide (PHPI\Lk) copolymers (Sp’moui; 1987).
li is kn0wn that uncharged polymers behaving as flexible coils (e.g. PHPI’vLk, dextran,
polvQ\l-vilrylpyrrolidone)) can be filtered through glomerular pores even when their MW is
higher than the threshold limiting glomerular filtration of globular, more rigid proteins
(Maildox, 1992). The MÀA copolymers examined in tins smdy are polyanions in
physiological solution. Àccordingly, they have a relatively rigid, more extended
conformation than corresponding uncharged polymers because of intramolecular
electrostatic repulsion. Tins restricted deformabliity may decrease their filtration rate
compared to flexible polymers with sirtilar MW. Given that these polymers may eventually
be admiinstered parenterafly, we decided to swdy copolmers with MWs well below the
[r
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threshold value established for flexible polvmers (Table 1). The MWs found by aqueous
SEC at pH 8 may, however, be overestirnated owing to aggregation. In water at pH 9, it
previoushr demonstrated that a random etiwi acrvlate (EÀ):I\IAA copolymer (50:50
molar ratio) forms aggregates of a few polymer chains. Aggregate formation would be
driven by the EÀ segment, which js sufficiendy blockv to induce hydrophobic associations
in the backbone according to an open association mechanism (Dai, 2000; ]\g, 2001).
Aggregation at bigh pH is also supported by a study showing that the addition of [3-
cyclodextrin to random EA:MXA copolymers reduces the MWs obtained h’ SEC Islam,
2000. Since 13-cyclodextrin is known for its abffity to shield hydrophobic associations, the
resultant M\Vs probably correspond to those of single polymer chains. Aggregation at
neutral pI-I bas also been demonstrated for a random copolymer of acrylic acid containing
29° o ethyl methacrylate (de Oliï’eira, 1996). Since the copolymers used in titis work bear
hydrophobic monomers (EA, methyl acrylate and methyl methacrylate) in proportions
equal to or greater than 50 mol°’o, aggregation at neutral pH cannot be excluded.
4.2 Evaluation ofcotolymer-Ïitdd interaction at neutmlpH
The membrane-destabifizing activitv of copolymers B and C on both REC (Fig. 4)
and J774 macrophages (Fig. 8) at neutral pH could be explained by the presence of
hydrophobic RA units in the backbone. It has been suggested that ethyl chains facilitate
interaction with hydrophobic components of the membrane (Chen, 1999, Thomas, 1992.
Destabifization of membrane bilayers can stiil occur with a shorter alkl chain (i.e. methy1
provided that the polymer is sufficiently hydrophobic Qow I/I ratio) and tis concentration
is ltigh (e.g. copolvmer D). However, the abffity of such a copohmer to interact with die
ceil membrane at low concentrations is limited, as demonstrated by the weak toxicity of
copolymer D towards J774 ceils. Interestingly, copolymer E, winch contains 10 mol°’o
MAA and no EA, vas poorly hemolytic towards RBC, even at 10 mg/mL. A control
experiment also showed that copolymer E vas unable to trigger HPTS release from EPC
liposomes at pH 7.4 (data not shown). Nevertheless, titis copohTmer was very cytotoxic
towards J774 ceils at only 0.5 mg/mL.
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Why vas copoh’mer E more toxic than copolymer D towards macrophages? The
answer to tins question probably lies in the conformation adopted by the copolymer in
solution. The I/I ratio of copohTmer E at neutral pH is verv iow (Fig. 3B). Therefore, at
pH 7.4, the copolvmer is probably in a globule configuration and exhibits a relatively
hydrophobic surface owing to the low concentration of IVL\A units. Such a conformation
would make copolymer E more susceptible to phagocytosis by macrophages Q’vliiller, 1990).
This hypothesis was verified by using a pliagocytosis inhibitor. An increase in ceil survival
xvas observed at concentrations where the copolymer xvas the most cvtotoxic. These results
indicate that, foflowing phagocytosis, the non-biodegradable polymer may persist within
macrophages as an indigestible residue. Intracellular residue accumulation may ultimately
lead to cd damage or death (MillIer, 1990; Saad, 1996, Cate/as, 1998). In contrast to J774
ceils, RBC cannot internalize foreign particles. Thus, the limited RBC hemolysis observed
at pH 7.4 may be explained by strong intramolecular interactions and poor insertion into
the phospholipid membrane. The other copolymers were significandy less hydrophobic
than copolymer E at pH 7.4 Qtigher I/I3 ratio), and thus less prone to phagocytosis byJ774
macrophages. A hydrophulic copolymer (high I/I ratio) bearing no EA, such as copolymer
A, is, in tom, inactive toward both RBC and J774 ceils at neutral pH.
PEAA adsorption to lipid bilayers at neutral pH lias been demonstrated in previous
studies (Seki, 1984; Clien, 1999). Accordingly, to follow polymer adsorption to RBC,
copolymer B, winch is highly hemolytic, was labeled with fluorescein. At neutral pH, the
copolvmer xvas sufflciently hvdrophobic to physically bind to RBC (fig. 7). With increasing
concentrations, polymer adsorption can lead to complete membrane solubffization (Thomas,
1992, Tljornas, 1994). At copolymer B concentrations inducing 1000/o hemolysis 5
mg/mL), membrane solubifizadon was demonstrated by the absence of a pellet after RBC
centrifugation. However, interaction with membrane bilayers with increasing polvmer
concentrations does not necessarily lead to complete membrane solubifization. We
demonstrated by DLS that MAA copolymers (e.g. copolymers D and E) can destabifize
EPC liposomes and trigger the release of their contents without solubifizing the vesicles
(data not shown).
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4.3 EvaÏnation ofcotolymer-titid interaction u,bon decrease inH
Polymers bearing pendant carboxylic acid groups undergo conformational transition
after a decrease in pH (Seki, 1984; Borden, i987, de Oliveira, i996, O/ea, 1999. As the
acid/ester ratio js decreased, the transition from an extended chain to a compact globule
occurs at higher values of ionization, since the charged groups are less numerous, and the
charge effects more rapidly overcome by hydrophobic forces (Tonge, 2001). This finding
vas made by both aggregation probed by turbidirnetry and die creation of hydrophobic
domains detected from pyrene fluorescence (fig. 2 and 3). It is interesting that aggregation
of the polymer and the formation of hydrophobic domains (large enough to accomrnodate
pyrene molecules) do not occur in a concomitant manner. Systematicallv, hydrophobic
domains start to form before the extent of the aggregation is sufficient to be detected b
turbidimetry. Copolymer E, for example, appeared to lead to hydrophobic domains over
the investigated pH range, wbile the onset of light intensity variation xvas observed at pH 7.
Neither of these assays is, by itself predictive of the copolvrners’ abffity to destabifize
membrane bilayers. Increase in pyrene I1/L ratio ailows to monitor subtle changes in the
conformational change (e.g. formation of hydrophobic pockets withÏn or betxveen polymer
chains) when the pohTmer is stifi in solution whereas ttirbidirnetrv detects the onset of
extensive polymer aggregation. As explained below, the data obtained from both assays
should be interpreted by taldng into consideration other properties associated to the
polymer structure.
Since membrane destabilization vas expected to increase under acidic conditions,
hemolysis assays as a flinction of pH were carried out at a low polymer concentration (150
tg/mL). Between pH 5 and 6.5, only the 2 copolymers bearing EA units (i.e. B and C)
were found to be hemolytic (Fig. 5A). Interestingly, the hernolytic activÏty of both
copolymers at pH 5.5 (Fig. 5) vas sfrar to or more pronounced than that reported
previously for PEAA and a random copolymer of acrylic acid and fA (1:1 molar ratio)
MurtIy, 1999). For ail copolymers, the hydrophilic-hvdrophobic balance is comparable in
terms of the ethyl to carboxyl group ratio (1:1). Hoffman and coworkers demonstrated that
the membrane lytic activity could be enhanced by increasing the aikyl chain length of
monomer units (MurtIy, 1999). Poly(propylacrylic acid) exhibited a higher hemolvtic
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acdvit than PEXA, and acbieved complete RBC lvsis at 15 ig/rnL below pH 6.1 ï’Iiirt/y.
1999; Laek’)!, i999.
The membrane composition was shown to influence die extent of pH-triggered
content release. The suscepdbiiitv to destabilization by MAA copolvmers vas in increasing
order RBC< EPC:ChoÏ:DOPE:DMPG liposomes <EPC liposomes. RBC contain about
25°’ Chol (Darne// 1990) and are structurallv rigid (Gimn, 1982) maldng this model faftlv
resistant to destabilization. Addition of Chol to EPC liposomes promotes packing of the
bilaver and increases its stabffitv (SenioR 198_7). In the case of PEAA, increasing Chol
concentrations were shown to inbibit the binding of die protonated polvmer to the
membrane (MiJL, 1999). In addition, the presence of a negadvelv-charged lipid such as
DMPG can generate electrostatic repulsion betxveen the bilaver and the copolvmer, thus
reducing its adsorption. The experiments carried out with liposomes were helpful in that
they allowed to discrhninate between the membrane lytic activity of polymers that seemed
relativelv inactive towards RBC (Fig 5A). For example, at pH 5.5, copolymer D \vas more
active than copolymer A towards liposomes (Fig. 6), \vhereas both copolvrners wefe unable
to destabilize REC. This can be explained bv the greater hvdrophobicitv of copolvmer D at
pH 5.5, as demonstrated bv pvrene fluorescence experiments (I/I1.22 and 1.33 for
copolvmers D and A, respectivelv, Fig. 3B). However, despite a bigh hvdrophobicitv at
acidic pH, copolymer D was less efficient than B and C. Copolymer D is devoid of EA,
which decreases its abilitv to insert into lipid bilavers.
Interestinglv, GALA, an endosomolytic synthetic peptide, xvas shown to be at least
12 dines more potent than copolvmers B and C at destabilizing EPC vesicles at pH 5.0
(data not shown) (Parente, /990). However, its hemolytic acdvity towards RBC vas weak,
with 50° hemolvsis at 10 mg/mL (P/ank, 1994). At pH 5.0, GXLA forms a stable
amphiphadc c-helix secondarv structure, which is thought to partition in the phospholipid
membrane and form small pores or channels (Parente, 1990). Change in helical content as
pH is decreased was correlated with GALA’s lytic activity (Snbbanw, 198/7). GALA’s weak
hemolytic activity may resuit from die size of hemoglobin wbich would be a too large
molecule to escape the pores (PÏank, 1994). Addidonally to hein formation, increase in
GALA’s hydrophobicity upon a decrease in pH xvas associated to liposome lysis (Siibbarao,
1987). Adsorpdon of partially-ionized (meth)acrvlic acid copolymers to phospholipid
162
bilayers may involve several types of interaction, including hydrophobic interactions anti
hydrogen bonding. It bas been suggested by Seki and Ttirell (Seki, 1984) that hydrogen
bonding involving the lipid phosphodiester head group anti protonated carboxyl groups of
the pohTmer would 5e the major driving force for poly(carboxylic acids) binding on the
lipid_bilayer surface. Overail, h seems that strong h7tic acdvity is achieved b3’ an optimal
combinadon of sufflciendy long aikyl chains and protonation of carboxylic acid groups.
Membrane destabifization at acidic pH probably cornes from increased copolyrner binding
and pH-dependent change in polyrner conformation. At tins point, it appears difficuit to
determine the individual contribution of these 2 rnechanisms since both phenomena are
interdependent. Protonation of carboxylic acid groups under acidic conditions triggers coil
to-globule phase transition but also increases poh’rner hydrophobicity, and may further
contribute to augment binding to the membrane via hydrogen bonding. Interestinglv, it xvas
previoush’ shown that acrylic acid copolyrners permeabifize membranes by creating defects
such as pores or channels. Chung and coworkers (Ciimzg, 1996) have reported the
formation of cation-selective channels through artificial membranes induced b3’ PEAÀ in a
pH-dependent manner. In their study, no ion channels were present at pH 7.6 but they
formed rapidhr when the pH vas reduced to 6.0. Two hypothetical models were suggested
to ifiustrate pore formation by PEAA. In the first model, one or multiple polvrner
molecules could align their segments across the bilayer, the inner surface of the pore being
stabffized by the polvmer. Another possibility would be the induction of a change in local
curvature of the bilayer, with the PEAÂ chains localized on the outer surface of the pore.
Since the copolymers studied in tins work are stmcturafl related to PEÀA, simiar
mechanisms of membrane destabilization can be hvpothesized, although the exact nature of
the defects rernains to be determined.
Tins study revealed that multiple parameters influence MAA copolyrner-hpid
interaction at neutral as well as at acidic pH. First, the presence of EA \vas found to greatly
increase the polymer ability to destabifize membrane bilayers. Second, for efficient
destabifizadon at acidic pi-l, the copolymers should exhibit a sharp phase transition as
measured b turbidimetry or pyrene spectrofluorimetry. Third, the copoh’mer should not
5e too hydrophobic at neutral pH to avoid excessive uptake bv macrophages. Tins can be
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readily assessed by pyrene fluorescence spectroscopv. Among the clifferent copolymers
studied in tins work, copolymer C is of particular interest. The concentration at winch it
was highlv hernohrtic at pH 5.5 (approximatehT 50°’o hemolysis) was 10 dines lower (50
j.rg/rnL, Fig. 5B) than the concentration at winch hernolysis appears at neutral pH (500
Jlg/mL, Fig. 4). Moreover, copolyrner C did flot show any cytotoxicity on macrophage-llke
ceils at concentrations where it is inghlv hernolytic at acidic pH. Thus, given its good lvtic
activitv and safetv profile, copolyrner C would be a good candidate for complexation with a
drug delivery system. However, in order to reduce the adrninistered dose, promote cd
uptake and acineve sufficiendy high copolymer concentration in the endosornal
cornpartment, the complex should be further decorated with a targeting ligand.
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Abstract
The deliverv of active biomacromolecules to the cvtoplasm is a major chaflenge as it
is generally hindered bv the endosomal/lvsosomal barrier. Svnthedc dtratable polyanions
can overcome this barrier bv destabifizing membrane bilavers at pH values tp;cally found
in endosomes. Tins studv investigates how anionic polvelectrolvtes can enhance the
cytoplasmic deliverv of an antisense oligonucleodde (ODN). Novel methacrvlic acid \L\)
copolvmers were examined for their pH_sensitive properties and abffirv to destahilize ceil
membranes in a pH-dependent manner. Ternarv complex formulations prepared with the
0DM, a cadonic lipid and a \L-\A copolvmer were svstematicallv characterized with respect
to thefr size, zeta potenbal, antisense acdvitv, cytotoxicitv and cellular uptake usmg the
A549 human lung carcmoma cefi Une. The MXA copolvmer substantiaily increased the
activitv of the antisense ODN in inhibiting the expression of protein kinase C-alpha.
Uptake, cytotoxicitv and antisense acdvity were stronglv dependent on copoh’mer
concentration. Metabolic inbibitors demonstrated that endocvtosis was the major
internalization pathwav of the complexes, and that endosomal acidification vas essential for
ODN activitv. Confocal microscopv analvsis of ceils incubated with fluorescendv-labeled
complexes revealed se1ecve deliverv of the 0DM, but flot of the copolvmer, to the
cvtoplasm/nucleus. Tins studv provides new insight into the mechanisms of intraceflular
deliverv of macromolecular drugs, using svnthetic amomc polvelectrolvtes.
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1. Introduction
Antisense oligodeoxvribonucleotides (ODNs) are being invesdgated for the
treatment of various diseases arising from genetic abnormalities, including cancer, viral
infections and inftammatorv disorders. These molecules can inhibit gene expression by
several putative mechanisms, such as transiadonal arrest and cleavage of target mRNA
(Coopei; 1999). However, rapid degradation of ODNs by nucleases, poor cellular uptake and
inabffitv to reach their intracellular site of action (e.g. the cvtoplasm and/or nucleus) in
sufficient amount often compromise thefr biological activit. Naked ODNs are internalized
by endocytosis and end up in acidic endosomal/lvsosomal compartments (Yakubot’, 1989,
Loke, 1989). These organelles represent a dead end for ODNs since from titis location, they
mav either be released from the cefi via exocytosis or be partiafly digested (Toukinson, 1994).
To clrcumvent problems related to ODN internalization, intraceflular trafficking
and premature degradation, a variety of posidvely-charged Upidic (lipoplexes) and polyrneric
(polyplexes) vebicles have been investigated (for recent reviews, see Ljiik, 2003; Garda
Chaumont, 2000; S/ijï, 2004)). Cationic lipids, generally in combination with a fusogenic
agent, can condense ODNs by electrostadc interactions and enhance their stability
(capacdo/i, 1993), ceflular uptake (Ze4bhali, 1996a and antisense activity in vitro (Bennett,
1992). After internalizadon by endocytosis, ODN release is thought to be initiated by
cadonic lipids wbich induce the flip-flop of anionic lipids from the cytoplasmic facing
monolayer (Zehati, 1996b. Charge neutralizadon then leads to dissociation of the complex
and QDN transfer into the cytosol, where it is rapidly transported into the nucleus (Zep/iat
1996b, Martiisson, 1998; Leonetti, 1991; Lyszk, 2003). Protection and fadilitated transit of the
ODN from the endosomes to die cytoplasrn can also be acltieved through the use of
specific dtratable polvamines (e.g. polvethvleniinine), which have been shown to destabifize
die endosomal membrane via a mechanism that is stiul a matter of debate. Indeed, the
hypothesis initially put foiward to explain the enhanced efficacy of some polyamines, the
so-called “proton sponge” effect (Bousirf 1995), is now being seriously questioned (Dubniel,
2004; iiniÏioff 2004).
In 1999, Hoffman and co-workers demonstrated that svnthetic polyanions, such as
polv(propvlacrvlic acid (PPÀA), exitibited membrane-lytic properties at pH values tvpicaflv
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found in the endosomal compartment (Lacky, 1999. Upon protonation and charge
neutralization in the acidic environment of endosomes, PPAA was shown to interact with
the endosomal membrane and selectively disnipt it Jones, 2003 #467], thereby enhancrng
the cvtoplasmic deliverv of internalized macrornolecules, such as plasmid DNA and
polymer-antibodv complex (Lackey, 2002; Chemzg, 2001). Moreover, it xvas demonstrated
that PPAA enhanced the iii vitro transfection of lipoplex formulations in the presence of
5O°/o serum, and provided signifÏcant improvements in the efflcacy of a plasmid DNA in an
iii vivo murine wound healing model (Kyviukides, 2O02. Recentlv, ouï group reported that
low molecular weight (MW 20 000), pI-I-sensitive methacrylic acid (MAA) copolvmers
could also destabilize membrane bila ers at slighdv acidic pH values (Yessine, 2003). As these
copolymers are strncturally related to PPAA, it was hvpothesized that thev could improve
the intracellular deiverv and biological activitv of ODNs. Tins studv investigates how I\L\A
copoh’mers can enhance the cvtoplasmic deliverv of a 20-mer phosphorothioate anti
protein kinase C-alpha (PKC-Œ) ODN, winch has been tested in phase III cinical trials
(Tortoru, 2003). The activity of the ODN incorporated into complexes composed of a
cationic lipid and a MAA copolymer, is assessed in vitro for the first time. These results are
put in perspective relative to cytotoxicitv data and the activit of a conventional control
lipoplex formulation. More importandv, the cellular internalization and trafficking of the
ODN as well as of the copolymer are invesdgated b ftow cytometry and confocal
microscopv. Preliminarv data reveal a drasdc effect of the I\L\À copolvmer on the uptake,
intraceflular distribution and antisense activitv. Moreover, selecdve delivery of the ODN,
but flot of the copolymer, to the cvtoplasm/nucleus is demonstrated.
2. Materiats anti methods
2. 1 Purification anti characteriation oft/je coi)o/ymers
MAA copoh’mers were provided liv Rôhm GmbH (Darmstadt, Germanv). Thev
were prepared by free radical polrmerization involving different chain transfer agents (Table
1). Prior to use, thev were dissolved in ethanol and dialvzed against water for at least 5 das.
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Absolute number \I)- and weight I\I)_average MWs were determined bv size exclusion
chromatographv, with a Waters 1525 purnp (Waters, Milford, I\L—\) equipped with 4 Waters
Ultrahvdrogel (120, 250, 1000 and 2000) columns placed in series, a high-sensitivitv
differential refractive index detector (Waters 2410) and a PD 2000 light scattering detector
(Precision Detectors, Franklin, NL). Samples were analvzed in 50 mM
tris(hvdroxvmethvl)amrnomethane (Tris) buffer, pH 8, at I rnL/rnin and 35°C. Phase
transition range of the different copolvrners vas evaluated by turbidhnetrv as previoush
reported ( eiine, 2003).
Table 1. Chemical composition and molecular weight of the different copolymers
tested
Copolymer Composition Chain transfer agent Molecular weights pH
(molar ratio) transition
range
M11 M. PI
1 E/LkA 2-ethvlhexvlthioglvcolate 9200 12 400 1.35 4.2-5.2
(50:50)
2 EA/DLk/\L\À 2-ethvlhexvlthioglvcolare 11 00 14 800 1.26 4.4-5.2
(49:1:50)
3 EÀ/DL/L dodecvlrnercaptane 18 400 24 900 1.35 4.2-5.2
(49:1:50)
4 EA/B\L/\LkA dodecvl mercaptane 19 800 26 000 1.31 4.2-5.2
(40:10:50)
EÀ ethvl acrylate, D\L\ = dodecvl rnethacrvlate, B\L- butTi methacrvlate, \L\-\. methacrvlic acid
2.2 C’eÏÏ culture
À549 human lung carcinoma ceils, obtained from the American Type Tissue
Collection, were grown in Dulbecco’s modified Eagle ceil culture medium (DMEM)
containing 10° o (i/v) heat-inactivated fetal bovine serum, 100 U/mL peniciiiin G and 100
jig/mL streptomvcin (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). The ceils were routinelv passed
when thev were 9O-9S/o confluent.
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2.3 Hemo/vsis assavs
This procedure was described previouslv bv Murthv and coworkers Mutthy, 1999).
Human red blood ceils were collected from a healthv donor, centrifuged ai 200 (5 mm,
4°C), and washed 3 times (centrifugation foflowed bv redispersion) with saline 0.9° o (iv/t).
The ceils were counted with a hemacvtometer and diluted in either isotonic phosphate (66
mM) or 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (200 mM) buffer of die appropriate pH.
Hemolvsis assay xvas performed by adding the ervthrocytes suspended in the appropriate
medium (final cell concentration 10 cells/mL) to a copolvmer solution. To ensure that
buffer pH did flot influence die data, hernolysis was measured at cadi pH value in the
absence of copolvmer. Samples were incubated for 30 min under stirring at 37°C, cooled
on ice, and centrifuged at 5300 g for 5 min at 4°C. The extent of membrane disruption vas
established bv measuring hemoglobin absorbance in die supernatant at 541 nm, with a
PowerWave microplate reader (Biotek Instruments, Winooski, VT). To obtain 100° o
hernolvsis, die ceils (10°/mL) were lvsed bv dispersion in water. Controls were prepared bv
mixing red blood ceils widi saline. The ceils were used widiin 24 h after collection.
2.4 ?ret,aration ofcationic liposomes ana’ cattnic Ïibid/ ODN comtilexes
Dioleovitriruethylammonium propane (DOTAP) and dioleovlphosphatidvl
edianolamine (DOPE) were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). DOTAP
particles and DOTAP/DOPE liposomes were prepared iv extrusion through 0.05-im pore
size membranes under sterile conditions (O/ou, 1979). Twenty-mer andsense
phosphorothioate ODN (5’-GTTCTCGCTGGTGAGTFFCÀ-3’), designed to hybridize to
the 3’ untranslated region of human PKC-o rnRNA, its ftuorescein-labeled derivadve and a
scrambled version (5’-GGTYITACCÀTCGGTCTTGG-3’) were provïded bv Medicorp
Inc. Q1ontreal, QC, Canada). Lipoplexes were prepared bv incuhatmg the ODN in HEPES
(20 mM) - dextrose (50/ w/) (H/D, pH 7.4) with the cationic lipids for 30 min at room
temperature miner mild agitation. Formulations containing die endosornolvtic polvmer (i.e.
ternarv complexes) were obtained bv furiher incubating the lipoplexes with copolvmer 4
Çfable 1) in H/D for 30 min. Complexes were formed at dieoredcal [+/_] ratios ranging
from 2 to 8. Charge ratios were quandfied as total posidve-to-negatwe charges, and
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calculated by assuming 40° o copolvmer ionization at pH 7.4, as determined ftom titration
expertrneflts (data flot shown). Lnless othenvise stated, the ODN coficentranon vas fixed
at 200 nI\1. Size and zeta potentials of the complexes were evaluated with a Malvern
Autosizer 4800 and a Malvern ZetaSizer Nanoseries ZS (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK, respectively.
2.5 Gel electrot)horesis
To ensure that ODN was flot released from the complexes UOfl addition of the
MAA copolvmer, ternarv complexes contaifling the fluorescent ODN were prepared as
described above and loaded onto a 20° polv(acrvlamide) gel. Following migration, ODN
visualized direcdy on die gel after exposition to UV light using a Chemilmager 5500
imaging s stem (Alpha Innotech Corp., San Leandro, CA).
2.6 Assessment of ODN auuiseHse cieliiif1’
A549 ceils were plated in 6-well tissue culture plates (1 mL medium containing 1 X
i05 viable ceils), and aflowed to adhere at 37°C in a humid atmosphere containing 5°o CO,.
After 24 h, the ceils were treated with 500 nM phorbol 12,1 3-dibutvrate (PDBu) (Sigma, St.
Louis, MO) for 18 h to remove most of the immunoreactive PKC-Œ (Dean, 1994). They
were washed 3 times with DMEM, and 0.5 mL of Opti-Mem I reduced serum medium
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) premLxed with 0.5 mL of complexes in H/D vas
added to each well. One hundred percent PKC-a expression was obtained bv adding Opti
Mem mixed with H/D to the ceils. The ceils were incubated for 4 h at 37°C, washed once
with complete DMEM and aflowed to recover for 20 h. Then, thev \vere washed twice with
phosphate-buffered sahne (PBS, 66 mM, NaC1 75 mM, pH 7.4), and extracted in 200 jiL
lysis buffer consisting of Tns.HC1, pI-I 8.0 (0.01 M), NaC1 (0.14 M), sodium azide (0.0256
M), Triton X-100 (1°’o e/t), aprotinin (0.1 L/mL) and phenylinethylsulfonyl fluoride (0.5
mM). The cefi lysates were incubated for I h at 4°C, and centrifuged at 5000 g for 5 min at
4°C. Sample protein content vas determined with die BCA protein assay kit using bovine
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serum albumin standards (Pierce, Rockford, IL). The remaming samples were
electrophoresed through a 12° (w/v poly(acrylamide gel, and the resolved proteins were
transferred to a pohTvinylidene fluoride) membrane by electrotransfer. PKC- expression
(MW 82 000 g/mo xvas quandfied bv use of an and-PKC-Œ monoclonal antibodv (Lpstate
Biotechnologv, Lake Placid, NY). b confirm equal loading, die expression of
glvceraldehvde-3-phosphate dehvdrogenase (GAPDH) i\IW 36 000 g/mo xvas measured
simultaneouslv, using an anti-GAPDH monoclonal andbodv (Advanced Immunochernicals,
Long Beach, CA). Ail formulations were tested at least in triplicate.
2. 7 Et’aÏuation ofthe ceÏtutar tûx/df of combtexes bv MIT assav
Inhibition of cefi proliferadon xvas assessed bv tetrazolium salt 3-(4,5-
dirnethvlthiazol-2-vl)-2,5-diphenvl tetrazolium bromide (MIT) assav (Mosmami, 1983). A549
cefis \vere plated in 6-weil tissue culture plates and treated with formulations prepared with
scrambled ODN, as described above. After a 4-h incubation period, the medium was
removed and replaced with 0.5 mL of complete DMEM. Twentv hours later, MTT
dissolved in PBS (50 iL of a 5 mg/mL solution) vas added to each weil. After a further 3-h
incubation, sodium dodecvl sulfate (500 .tL of a 1000 w/i’ solution contahilng 0.01 N HC1)
was added to dissolve die reduced MIT. Absorbance vas rneasured 24 h later at 570 nm.
Each experiment vas performed in quadruplicate.
2.8 Eflct ofmetabo/ic inhibitors on ODJ\’ detiver
Prior to incubation with die complexes, A549 ceils were treated for 15 min with
cvtochalasin B (25 tg/mL) or for 30 min with bafilomvcin À (200 or 500 nM) in Opti-Mem
I medium. Inhibitors were present concomitanth’ with die complexes during the 4-h
incubation period.
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2.9 LabeÏing ofcot)o!vmer with rho1arnine
The carboxylic acid group activator i,3-diisopropylcarbodiitnide (0.543 mrnol) vas
added to a solution of copolvmer 4 in anhvdrous dirnethvlformamide (DMF) (50 mg, 1.0
mL). After 30 mm, Lissamine® rhodamine B ethvlenediarnine (Moleculaf Probes, Eugene,
OR) (2.05 X i03 mmol) dissolved m DMf and catalvtic amounts of triethylamine and 4-
(dimethvlamino)pvridine were added. The reaction xvas carried out for 3 davs in an inert
atmosphere, in the dark at room temperature. The crude product xvas dialvzed against
methanol (MW cut-off 3500) for 3 davs to remove unreacted rhodamine. The methanol
then replaced progressivelv by water, and the purified product vas freeze-dried. The
absence of free rhodamine was confirmed bv thin laver chromatography, using a
chloroform/methanol (80/20 i’/i) mobile phase. Rhodamme content of the copolvmer was
assaved bv spectrofluorimetrv in methanol Q 560 nrn, 2,, 581 nm) and found to be
t).28 mnol°o (yield: 70°).
2.10 FÏow t’vtomettj.’
Complexes containing iluorescein-labeled ODN (20° o of total ODN) ± rhodamine
labeled copolvmer 4 (150 o of total polvmer) were pfepared as described above, and
incubated wjth ceils for 4 h. The ceils were then washed twice with cold PBS and
resuspended in 0.5 mL PBS. Mean green and red fluorescence intensities for 10 000 cefis
were recorded at 530/30 (FL1-height and 585/42 (FL2-height) nm, respecdvehT with a
FacsCalibur flow cvtometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) at a laser excitation
wavelength of 488 nm.
2. 71 I;ztraceÏÏuÏar distribution of ODN and co,botyrner
A549 cefis were grown on coverslips and incubated for varving lengths of tirne with
complexes containing fluorescein-labeled ODN and rhodarnine-laheled copolvmer 4. The
ceils were then washed twice in cold PBS and fixed for 15 min in PBS containing 30
paraformaldehvde. The flxed ceils were mounted in Mowiol’° (EMD Biosciences Inc.,
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Darmstadt, Germanv) and examined bv LSCM under a Leica DMIRBE inverted
microscope coupled with a Leica TCS SP confocal svstem (Leica Microsystems, Heidelberg,
Gerrnany). The ceils were excited at 488 or 568 nm, and fluorescence vas collected by
emission windows set at 505-555 and 585-635 nm, respectivelv. Images coilected by LCS
Lite software (Leica Microsystems) vere exported as TIFF files and prepared for
publication by Adobe Photoshop v7.0 software (Adobe Systems, San jose, CA).
2.72 StatisticaÏ aHalvsis
Signfficant differences between two groups were evaluated bv Student’s t-test.
Multiple comparisons for more than two groups were evaluated by one-way analysis of
variance foilowed by Scheffé’s post hoc test to determine the significance of paired
combinadons. P values lower than 0.05 were considered to be significant.
3. Resui’ts
3. 1 C/iaracteriatio,i ofthe dfferenti\L/L4 coto/yrners
In a previous study, we showed that among a series of novel MAÂ copolymers,
those containing ethyl acrlate (copolyrner 1, Table 1) dernonstrated the best membrane
destabifizing properties at acidic pH (Yessiite, 2003). To frirther irnprove membrane-hTtic
activity, hvdrophobized derivatives of copolymer 1 were synthesized. These derivadves bear
smail proportion of alkvl chains (butvi or dodecyl) that vas incorporated either randomlv
and/or at one extremity of the polyanion. The chemical composition and respective M\Vs
of the \IXA copolvmers are presented in Table 1. As these copolvmers are a priori flot
biodegradable, their }\IW vas kept below 40 000 to ensure ehminaon by renal glomerniar
filtration (Seyrnour, 1987). Number-average M.) MWs ranged from 9200 to 19 800 with
polydispersity indices (PI) between 1.2 and 1.4. Table I also shows die pH transition ranges
of the different copolyrners. Despite differences in their chemical composition, ail
copolvmers precipitated at simiar pH valcies (4.2-5.2), and exhibited shai-p transitions
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encompassing 0.8-1.0 pH units. h is noteworthv that the wrbidimetrv method used to
monitor phase transition generallv underesûrnates the pH value at wbich the onset of coil
to-globule transition takes place (Roux. 2003).
A useful endosomolvdc agent should have membrane-destabifizing properties at the
mildlv acidic pH (5.0-6.5) found in endosomes and should he inert at phvsiological pH. The
pH-dependent membrane lytic acdvitv of MAA copolymers was assessed at lot) tg/mL
with red blood ceils serving as an endosomal membrane model (Fig. la). At pH 7.4, slight
hemolvtic acdvity was nodced for copolymers 3 and 4 only. However, this destabifizing
effect disappeared at concentrations below 25 ig/mL (data not shown). AU copolymers
showed enhanced membrane-disruptive acdvity at decreased pH values and were bighlv
hemolytic at pH 5.0-5.5. Copolymer 4 was the most hemolytic, as it caused 50 and 1000’o
hemolysis at pH 6.5 and 6.0, respectivelv. It vas followed bv copolvmers 3, 2, and 1. To
determine the lowest concentration at winch hemolvsis occurred under acidic conditions,
red blood ceils were incubated with the copolvrners at pH 5.5 at concentrations ranging
from 0.1 to 100 tg/mL (Fig. lb). Again, copolymer 4 was the most hemolytic agent, with
60°’ lvsis at 10 g/mL. As tins copolvmer dernonstrated high membrane-lvtic properties
under mildlv acidic conditions, it was selected for incorporation into the lipoplexes.
Ternarv complexes prepared at 3 different [+/-Ï charge ratios were characterized with
respect to their size and zeta potential. As shown in Table 2, the addition of ODN onir had
a moderate effect on the zeta potendal of DOTAP particles, winch remained bighlv
positive. Further charge neutralization was acineved upon complexing the copolymer,
resuhing in a net drop of zeta potential values. The ternarv complexes also exhibited larger
sizes compared to DOTAP aggregates and DOTAP/ODN complexes. In H/D, the 4/1,
3/1 and 2/1 ternary complexes consisted of monodisperse populations with mean
hvdrodvnamic diameters of about 200, 250 and 350 nm, respecdveh’ (Table 2). As more
copolvmer vas incorporated into die complexes, zeta potendal values decreased and slight
particle aggregation occu;-red. The size of the ternarv complexes increased further in cd
culture medium, whereas zeta potential values decreased. Both phenomena can be
attributed to charge screening and complex aggregation induced die presence of salis in
ceil culture medium ([/iàskelàine,i, 1998; Ro.tr, 1999). Gel electrophoresis of die 4/1, 3/1 and
2/1 complexes revealed that ODN vas flot released from the complexes UOfl the addition
of the MAA copolvmer (data not shown).
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figure 1. pH-dependent red blood celi hernolysis induced bv IVL\A copolvmers. The copolvrners
were incubated with human ervthrocvtes for 30 min at 37°C. The samples were centrifiiged, and the
extent of hernolysis vas measured by readrng the absorbance of the supernatant at 541 nrn. (A) Red
blood ceils suspended in isotonic phosphate or MES buffers of the appropriate pH were added to
copolvmers 1 (squares), 2 (triangles), 3 (diamonds), or 4 (circles) dissolved in rnildlv alkaline saline at
100 ig/mL (Final concentration). (B) Red blood ceil hemolvsis caused hv the copolvmers at pH 5.5
at vanous concentrations (0.1-100 tg/mL). Svrnbols are the saine as in (a). Values are mean ± S.D.,
n3. No hemolysis was observed in the absence of copolvrner.
3.2 Inhihitio,ï ofPKC-a expression ami cytotoxicifl’ eerments
Figure 2a shows the effect of treating À549 ceils with ternarv complexes
(DOTAP/ODN/copolymer 4) at different [+/-] ratios on die expression level of PKC-Œ
and ceil survival. These complexes were cornpared to a positive control composed of
DOTAP/DOPE/ODN (Fig. 2b). In both formulations, die charge ratio was adjusted by
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Table 2. Size and zeta potcntial of the lipid particles
H/D:Opti-Mem media
(50:50 v/r)
varving the amount of catiomc lipids. For die ternarv complexes, maximal antisense effect
(6000 PKC- inhibition) was achieved at [+/_J 4/1. A further increase in cadonic charge
densjtv did flot resuit in enhanced antisense activitv as the cytotoxic level of the
complexeswas reached. On the other hand, when the ODN vas complexed to
DOTAP/DOPE, a slight rise in antisense acdvity vas observed at increasing [+/-Ï ratios,
with 50° 0 PKC-Œ inhibition achieved at [+/-] = 8/1. No cvtotoxicitv vas apparent since the
amount of cadonic lipids vas inferior to that of ternarv complexes at an equivalent charge
ratio (e.,g. 15.2 vs. $0 tM at 4/1 {/-1 respectivelv).
To assess whether ODN activi vas influenced by polymer concentration, A549
cefis were treated with complexes containing increasing amounts of copolymer 4 (Fig. 3a).
The 4/1 formulation vas titrated with the copohTmer to reach [+/_] ratios of 3 and 2. As
shown in Fig. 3a-I, complexes with the lowest amount ofpolvmer (i.e. 4/1) were as effective
as those with die bighest polvmer content (Le. 2/1). Surprisinglv, a lower antisense effect
noted with complexes prepared with intermediate amounts of polvmer (i.e. 3/1) (p <
0.05). These resuits suggest that for ternarv complexes, antisense activity js not directly
correlated to polymer concentration. As discussed in the next section, other factors such as
cationic charge densitv influence ceflular internalizadon of the complexes and, consequentlv,
deliverv of the ODN to its site of action. In addition to cellular uptake, die surface charge
H/D buffer
Size (PI) Zeta potential Size (PI) Zeta potential
(nm) ± SD (mV) (nm) ± SD (mV)
DOTÀP 11$ 48.3 ± 3.0 111 49.9 ± 12
(0.131) (0.03)
DOTP/OD\ i1 44.9 ± 3.5 125 4’.2 ± 0.6
(21/1)’ (0.101) (0.122)
DOTÀP/OD\/copolvmer 4 195 32.0 ± 1.9 329 31.4 ± 2.1
(4/1)’ (0.200) (0.259)
DOTAP/ODN/copolvrner 4 255 31.1 ± 1.5 440 23.7 ± 2.7
(3/1)’ (0.280) (0.332)
DOTAP/ODN/copolvmer 4 345 26.8 ± 1.2 599 6. ± 2.
(2/1)’ (0.289) (0.324)
“The [+/_j ratio is rndicated in parentheses.
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figure 2. Effect of charge ratio on the expression of PKC- (closed squares) and cvtotoxicitv (open
squares). A549 ceils in serurn-free medium were treated with 500 nI\l PDBu for 18 h and washed to
remove it. Then, the ceils were incubated for 4 h with either DOTAP/ODN/copolvmer 4 (A) or
DOTAP/DOPE/ODN (B) complexes. The 0DM and copolvmer concentrations were 200 nM and
40.8 ti\l, respectivelv. The [+/_j ratio vas adjusted bv varving the amount of cationic hpids. After
die washing step, the ceils were allowed to recover for an additional 20 h. Proteins were extracted,
and immunoreactive PKC-c was determined liv immunoblotting. Protein level is expressed as PKC
controi (buffer treatrnent). Cd survival xvas determined using colorirnetric MIT assa. Data are
expressed relative to 100°o ceil sunrival (buffer treatment. Values are mean ± S.D., n3-6
experirnents.
also modifies the cvtotoxicitv of die complexes; increasing complex concentration bv 2.5-
fold relative to that used in Figure 3 did flot affect À549 ce11 sur-vival in die case of 2/1
complexes, whereas it induced cvtotoxicitv in die case of 4/1 complexes (data flot shown).
It is worth mentioning that control formulations that lacked polvmer did flot inhibit PKC-OE
expression at any charge ratio (Fig. 3a-III and b). Simiarlv, no antisense activity
detected with complexes formulated with scrambled ODN (Fig. 3a-II and b), and with
complexes containing no 0DM (data flot shown). Indeed, this pardcular antisefise 0DM
2 4 6 8
Charge ratio (+f-)
was previouslv shown to lie sequence-specific (Dean, 1994; Dean, 1996).
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figure 3. Effect of copolvmer concentration on PKC-Œ expression. (À) À549 ceils in serum-free
medium were treated with 500 nI\i PDBu for 18 h and washed to rernove it. Then, the ceils were
incubated for 4 h wnh either ternan complexes prepared witb antisense ODN (B, ternarv
complexes prepared with scrambled ODN (II) or complexes without copolvmer (III). In ail
complexes, the ODN concentration was 200 nM. The [+/_J ratio vas adjusted to 4/1 (open bars),
3/1 (grev bars) or 2/1 (solid bars) bv varving the concentration ofcopolvmer 4 in the ternarv
complexes, and the amount of cationic lipids in the DOTÀP/ODN complexes. Àfter the washing
step, the ceils were ailowed to recover for an addttional 20 h. Proteit s were extracted, and
immunoreactive PKC- vas determined bv immunoblotting. Protein level is expressed as PKC-Œ %
control (buffer treatment. Values are mean ± S.D., n3-4 experirnents. * p < 0.05. (B)
Representative blot of ceils treated with different complexes at a 4/1 charge ratio. To baud,
iinmunoreactive PKC-Œ isozyme. Bottom baud, immunoreactive GAPDH, demonstrating equal
loading in each lane. Ceils were incubated with: lane 1, ternarv complexes prepared with the
antisense ODN; lane 2, ternarv complexes prepared with die scrarnbled ODN; lane 3, complexes
without copolvrner prepared with die antisense ODN; lane 4, H/D buffer.
3.3 Interaction ofternary comblexes with tmicer celis
Lipoplex uptake bv A549 ceils vas first examined bv flow cvtornetrv. The
complexes were prepared using fluorescein-labeled ODN and rhodamine-labeled
copolvmer 4. Control ceils incubated witli free ODN showed pracdcallv no uptake as the
ceil-associated fluorescence approximated that of untreated ceils (Fig. 4b). In the absence of
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Figure 4. Cellular uptake of lipoplexes. A549 cefis were mcubated wtth DOTAP/ODN complexes
± copolvmer 4 using a fluorescein-labeled ODN and rhodarnine-labeled copolvrner. After a 4-h
incubation period, the ceils were rmsed and resuspended in PBS. The mean fluorescence intensitv of
10 000 ceils vas measured bv flow cvtornetrv (see “Materials and Methods”). Values are mean ±
S.D. (n3 experiments). (A) Green fluorescence intensirc of ceils incubated with DOTAP/ODN
complexes or ternarv complexes. The ternarv complexes were composed of DOTAP (80
antisense ODN (200 nMD, and copolvmer 4 at 40.8 jiM, 4/1 [+/-] (open bars), 57.0 jtM, 3/1 [+/-]
(grev bars) or 90.5 tM, 2/1 [+/-1 (solid bars). For DOTÀP/ODN complexes, the DOTAP
concentration vas kept constant (80 and the charge ratio vas adjusted bv varying ODN
concentration. Zeta potentials (± S.D.) measured in ce11 culture medium are indicated for each
formulation. * p < 0.05. Green (B) and red (C) fluorescence of ceUs incubated with free ODN
(dotted Irne), 4/1 (thick line, 3/1 (dashed-dotted lime) or 2/1 (thm une) ternarv complexes. Dashed
limes represent unstained control ceils. The resuits shown in (B) and (C) are representauve of several
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demonstrated by the strong cell-associated fluorescence (Fig. 4a). Interesdngly, die addition
of copolymer 4 to the lipoplexes produced a drastic drop in ceflular uptake, despite the fact
that die [+/_Ï ratios were identical to those of control hpoplexes (Fig. 4a). Ceils incubated
with 4/1 ternar-v complexes presented higher levels of both green (ODN) and red (polvmer
fluorescence than those exposed to the 3/1 and 2/1 formulations (Fig. 4b and c) (p < 0.05).
In contrast, there were no marked differences between binding of die 4/1, 3/1 and 2/1
complexes with no polymer (Fig. 4a). These resuits may be explained b the surface
chargeof the complexes. As shown in Figure 4a, the zeta potential values of die three
DOTÀP/ODN complexes were flot nodceablv distinct, as reported previouslv (Pin’s, 1999).
In contrast, for ternarv complexes, thev were markedlv different between the 3 charge
ratios.
To confirm that ternary complexes were internalized t’ia an endocvdc pathwav,
A549 cefis were mcubated with 4/1 or 2/1 complexes in the presence of cvtochalasin B.
This fungal metabolite depolvmerizes die microfilaments of actin and blocks uncoated pit
mediated endocvtosis (Davies, 1978). Figure 5 shows that treatment vith cvtochalasin B
completelv blocked the antisense acdvity of die lipoplex formulations (p < 0.05). These
data confirm that endocytosis is the major internalizadon pathway for temarv complexes.
The rnechanism of ODN deliverv was examined further in die presence of bafilomvcin A,
an inbibitor of endosomal/lvsosomal acidification that blocks the H-ATPase pump located
in die vesicle membrane ([‘mata. 1990). In principle, a higher endosomal pH should
decrease the extent of protonadon of MAA, winch would, in tum, prevent polymer
triggered endosomal membrane dismpdon and cytoplasmic release of ODN. At a
concentration of 200 nM, bafilornycin A stronglv inhibited die antisense activity of the 2/1
complexes (p <0.05), whereas no effect vas obsetTed for the 4/1 svstem (Fig. 5). However,
\vhen die bafilomycin concentration vas increased ffirther to 500 nM, the 4/1 complexes
exhibited a significant decrease in andsense acdvity. Thus, the acidification of endosomes is
requfred for poh’mer-mediated ODN activit.
To gain msight into the intracellular trafficking of the ternarv complexes, die cellular
distribution of the ODN and copolvmer was examined bv laser scanning confocal
microscopy (LSCM). After a 3-h incubation period, ceils treated \vjth free ODN showed
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Figure 5. Effect ofrnetabolic inhibitors on PKC-c expression. (A) A549 ceils in semm-free medium
were treated witb 500 nM PDBu for 18 h and washed to remove it. Before complex addition, the
ceils were preincubated for 15 min with cvtochalasin B (25 cg/mL). or for 30 min with bafilomvcin
A (20C) or 500 nM. Temarv complexes prepared with DOTAP (80 antisense ODN (20C) nM)
and copolvmer 4 at 40.8 iM, 4/1 [+/-] (open bars) or 90.5 tM, 2/1 [+/-] (solid bars) were then
added. The inhïbitors were present during the 4-h incubation period. After the washing step, the
ceils were allowed to recover for an additional 20 h. Proteins were extracted, and immunoreactive
PKC-Œ xvas deterrnined by immunoblotting. Protein level is expressed as PKC-Œ % control (buffer
treatment. Values are mean ± S.D. (n=3). p < C).05 relative to cefls incubated in the absence of
inhibitor with 4/1 (j or 2/1 (j complexes, respcctivelv. (B) Representative blots of ceils treated
witb ternarv complexes at a 4/1 or 2/1 [+/-] ratio in the presence or absence ofmetabolic
inhibitors. Top hruïc4 immunoreactive PKC-OE isozvme. Bottom baed, immunoreactive GAPDH,
demonstrating equal loading in each lane. Lane 1, no inhibitor; lane 2, cvtochalasin B 25 cg/rnL
lane 3, bafilornvcin A 200 nM; lane 4, bafilomvcin A 500 nM; lane 5, H/D buffer.
multiple fluorescent intracellular vesicles, probablv corresponding to endocytic
compartments (Fig. 6a). Sinriar subceilular distribution xvas observed at an earlier tirne
point (0.5 h), although the fluorescence intensitv vas lower (data flot shown). In ail cases,
fluorescence remained weak and was neyer detected in the nucleus of the ceils. 111e
hvdrophihcitv and negative charge of ODN molecules are responsible for their limited
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internalizadon and poor abilitv to cross intracellular barners. Association of the ODN with
DOTAP (2/1 [+/-]) resulted in increased cellular fluorescence (Fig. 6h). Ahhough die
punctuate fluorescent pattern xvas stifi present, the vesicles were less abundant and larger in
size. Some ceils showed more diffuse fluorescence, indicating partial release of the ODN
Figure 6. Intracellular distribution of the ODN and copolyrner. A549 ceils grown on coverslips
were incubated wid free ODN for 3 h (a), DOTAP/ODN complexes for 3 h (7.6 iM/200 nM, 2/1
[+/-]) (b), or DOTAP/ODN/copolvmer 4 complexes (80 M/200 nM/90.5 pM, 2/1 [+/-]) for 0.5
h (c) or 3 h (d. Complexes were prepared using a fiuorescein-Iabeled ODN and rhodamine-labeled
copolvmer. After the incubation period, the cefls were rinsed with PBS and tixed in a 30
paraformaldehvde solution. Covershps were rnounted on slides and exarnined bv LSCM (sec
“\Iatcrials and \Iethods”).
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into die cvtosol. Staining of nuclei was weak and, most of the time, undetectable. As for
ODN/DOTAP/copolvmer 4 (2/1 [+/-]) complexes, intense green fluorescence
detected in die cytoplasm after 0.5 h, suggesting rapid escape of ODN from endocvtic
organdlles (Fig. Cc). At that stage, some ODN vas afteady present in the nucleus.
Converselv, die copolvrner (red color) remained mainlv localized m the glohular
cornpartrnents. Colocalization of ODN and the copolvmer vas also detected in most ceils
(vellow color), corresponding to complexes retained in intracellular organefles. After 3 h of
incubation, cytoplasmic fluorescence vas Iess pronounced, while bright green nuclear
fluorescence could be seen, indicating almost complete diffusion of the ODN into the
nucleus (Fig. Cd). In a few ceils, weak and diffuse red fluorescence was detected in the
cvtoplasm (data flot shown), wbich mav correspond to low MW copolvmer chains relcased
from the endosomes (ride inhi). Collectivelv, these fmdings demonstrate that cytoplasmic
dehverv of the ODN was facilitated bv die copolvmer, the latter being mostlv retained in
the endosomal/lvsosomal compartments.
4. Discttssion
Polvelectrolvtes bearing pendant carboxylic acid group units undergo coil-to-globule
conformadonal transition upon a decrease in pH (Yessiiie, 2004). Previous work showed that
the sharpness of phase transition xvas related to carboxylate content (Yessine, 2003).
Polymers with a bigh proportion of I\L-kA units (typically more than 3O°’o) exhibited abrupt
phase transition and increased membrane destabifizing properdes at acidic pH. Moreover, it
was demonstrated that copolvmerization of I\LA with a non-ionizable hvdrophobic
monomer, such as ethvl acrvlate, potendated die membrane-lvdc activitv of the copolvmers.
The hemolvsis data presented in this work revealed that further enhancing copolvmer
hvdrophobicity by incorporating monorners bearing long alkvl chains had a dramatic impact
on the destabifization of cd membranes. h was previouslv demonstrated b Murthy et aL
that increasing the aikyl chain length of monomeric units from 2 to 4 carbons enhanced the
membrane-l dc activitv of polv(alkylacrvlic acid) homopolvmers (AÏiirthy, 1999. Atutthy,
1998). Longer aikyl chains fadilitate polvmer insertion into the phospholipid bilavers, and
destabifize them more readilv. As shown in Figure 1, the presence of a docecvl (C1D group
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at die extremitv of die polvmeric chaïn (compare copolvmers 3 and 4 is f and 2) irnproved
its lytic properties substantiallv. Bv comparmg copolymers 3 and 4, it can be seen that die
addition of 10 mol% butyl methacrvlate had a greater effect on hemolytic activity than 1
mol° dodecyl methacrvlate, reflecting the higher overail hvdrophobicitv of copolymer 4.
The abiiitv of copolvmer 4 to efficiendy destabiiize ceil membranes at pH values
corresponding to those found in endosomes (Fig. 1) lcd us to hvpothesize that it might
represent an ideal candidate for enhancing the cvtosolic deliverv of fragile
biomacromolecules, such as ODNs. Thus, copohrmer 4 was complexed to an andsense
ODN by means of electrostatic interactions with a positivehT-charged lipidic carrier
(DOTAP). Ternarv complexes prepared with either endosomolytic polvmers or peptides
have indeed been mvesdgated as transfection aids for cationic lipoplexes loaded with
plasmid DNA (Chemig, 2001; jiiïskeliiuen. 1994, Simoes, 1998. In the present work, a
svnthetic pH-sensitive polvanion vas shown to increase the acdvitv of an andsense ODN
directed against PKC-c in A549 human lung carcinoma ceils. PKC-Œ is an isoz me that
functions as an intracellular receptor in the phosphoinositide signal transduction pathway.
Tins pathwav is often constimtively activated in tumor ceils, and altered PKC-Œ regulation
has been imphcated in tumor promotion and carcinogenesis (ToIora, 2003). There fore,
inhibiting PKC- expression rnight help to hait or slow tumor ceil proliferadon. A549 ceils
are known to stronglv express PKC- (Dcciii, /996) and were thus an interesting model for
the present studv. DOTAP/ODN/copolymer 4 complexes having a 4/1 or 2/1 [+/-] ratio
were highly active toward target protein (Figs 2a and 3). Their efficiency vas, in fact,
comparable to that of a reference system in winch the ODN vas complexed to
DOTAP/DOPE liposomes (Fig. 2h). DOPE is an inverted cone-shaped lipid with non
bilaver-forming properdes that is thought to trigger cvtosolic release bv fusing to and/or
disrnpting the endosomal membrane (Farhooa /993). Complexes lacking an endosomolvtic
agent (i.e. cornposed solely of DOTA? and ODN) were unable to inhibit protem expression
under the conditions tested (Fig. 3a-III), reflecting their poor efflciency in mediating ODN
escape from die endosome.
Although die use of pH-sensitive endosornolvtic poh’mers for enhancing ODN
deiverv has been previouslv proposed b the group of Murthv et at, studies investigating
the actual rnechanisms bv winch these agents act are lacking (Murt/ij’. 1999). In a recent
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work, joncs e at examined the pathwav liv which polv(alkvlacrvhc acid)s, such as
polv(ethylacrvhc acid) (PEAA) and PPÀA, enhanced gene transfection UQiies, 2003). They
suggested that the copolymers were mainly destabilizing late endosomes, and that sufficient
polvmer hydrophobicity vas essential to mediate die intracellular deivery of DNA.
However, die ternarv complexes used in tins studv were flot fullv characterized. Besides,
ahhough the abiiitv of the poh mers to disrupt endosomes was examined in cultured ceils,
rntetacnon of the polvmeric lipoplexes with ceils was not investigated.
In the present work, three ternary complex formulations that differed only in their
respective copolymer content were systematically compared in terms of size, zeta potential,
activitv and cellular uptake. The I’vL\A copolymer was shown to neutralize DOTÀP
particles, anti substantiallv decrease die surface charge of the complexes Çfable 2). It is fairlv
well-established that a residual positive charge is required for effective deiverv, since
lipoplexes bind to the ceil surface liv means of electrostadc interactions Ç4u/en. 1991;
Zeipliati, Ï996a. Flow cytornetrv experiments demonstrated that a more positive surface
charge does increase the cellular uptake of complexes (Fig. 4). Indeed, the cellular
association of the 3/1 and especiallv the 2/1 ternary complexes xvas decreased vs. their 4/1
counterparts. Àlthough 2/1 ternarv complexes were less charged than their 4/1 analogs,
thev were equallv effective in inbibiting PKC- expression (Fig. 3a-I). These resulis were
surprising and implv that zeta potentials and, thus, extent of uptake are flot direcdv
predictive of complex efficiencv. The equlpotencv of the 2/1 and 4/1 formulations may be
ascribed to the greater efficiency of 2/1 ternarv complexes in triggering ODN escape from
the endosomes. Although these complexes arc less taken up than the 4/1 lipoplexes, their
higher polymer content may destabifize the endosomal membrane more efficiendy. Tins
hvpothesis mav also account for the lower efficiencv of the intermediatelv-charged 3/1
complexes (Fig. 3a-I). Indeed, the combined effects of decreased uptake (us. 4/1 complexes,
sec Fig. 4 and insufficient copolymer concentration (vs. 2/1 complexes) may reduce die
antisense activit of the 3/1 lipoplexes.
The acdvity of the ternary complexes vas substandafi decreased when the
endosomal/lvsosomal compartments were alkahnized bv inhibiting the H*ATPase pump
(Fig. 5). Accordinglv, acidification of endosomes is necessarv for the efficient release of
ODN frito the cvtoplasm. The Iack of effect of bafflomvcin toward 4/1 ternarv complexes
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at low concentration (200 nM) “s. the 2/1 svstem indirectlv corroborates die fact that die
4/1 complexes were taken up to a greater extent. Indeed, at 200 nM, there might flot be
enough bafilomycin to inhibit acidification of a larger number of endocvtic vesicles. This
hypothesis is supported bv die almost complete inhibition of complex activltv obtained
when bafilomycin concentration vas increased.
The mechanism bv which titratable polvanions destabilize membranes at acidic pH
is flot fully elucidated. Confocal microscopv expedruents have revealed that atter only 30
min of incubation with ternarv Upoplexes, die ODN largelv diffuses in die cvtoplasm. Since
the endocvtosed material generaflv reaches the lvsosomes after ‘2 35 min (Co/Iins, 1989),
it can be speculated that ODN was mosdv released from the endosomes. A previous studv
(Joues, 2003), dcmonstrated that poly(alkvlacrvlic acid)s allowed the cytoplasmic deivery of
both a small molecule (i.e. calcein, 622 g/mol) and a macromolecule (i.e. cathepsin B-GFP
fusion protein, M\V 64 000 g/mol) through the specffic destabilizadon of late endosomes.
In addition, it was hvpothesized that these poh’anions could sufficiently disrupt endosomes
to effect die indiscrirninant release of theti content into thc cytosol. However, smce the
copolvmers were flot direcdv tracked, it was not known whether thev also escaped the
endosornes. In die present work, copolymer 4 was probed in the ceil after labeling with
rhodamine. Aldiough low amounts of polvmer were detected in die cvtoplasm of a few
ceils, the polvanion remained mostlv sequestered in vesicular structures, probablv
corresponding to endosomal/hrsosomal cornpartments (Fig. 6). Thus, h appears that
polymer pH-dependent conformadonal change induces transient and srnall membrane
defects to the endosomal membrane, allowing escape of the ODN MW 698$ g/mol.
Chung et aL have reported the formation of cation-selective channels through ardficial
membranes mduced bv PEÀA in a pH-dependent manner (Chuug, 1996). Since J\LA
copolvmers are structurallv related to PEXA, a sirnilar mechanism of membrane
destabUization max be hvpothesized, although the exact nature of the defects remains to be
determined. One could be tempted to attribute the weak ami sporadic red cvtoplasmic
fluorescence seen in some ceils (data not shown) to the complete rupture of die endosomal
membrane. However, since the polymers used had a PI >1.2, this phenomenon could also
be ascribed to the partial endosomal escape of copolymer chains with low M\V via pores
formed in the endosomes. Obviously, more work is requfted to answer this question.
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Experiments conducted with fractionated copolvmer samples with narrower PI could help
clarify tins issue.
This studv revealed, for the first time, that the incorporation of a i\LÀ copolvmer
into cationic lipid particles markedly increased the activitv of an antisense ODN. Following
internalizadon via endocvtosis, endosomal acidification triggers coil-to-globule
conformational change of the copolvmer, endosomal membrane destabUization and release
of the ODN into the cvtosoL Important insights into the mode of interaction of polvmeric
lipoplexes were highlighted in tins work. First, the polvmer concentration of the complexes
greadv modifies the surface charge winch, in turn, was found to influence the extent of
uptake by À549 ceils. Second, decreased cellular uptake does flot necessarily lead to a
dechne in complex acdvitv, as long as a sufficient polymer concentration can be acineved in
the endosomes. Third, withm ceils, die MXA copolvmer rernains mosdv sequestered in
endosomal/lvsosomal compartments, winch suggests that ODN release vas mediated
through the induction of transient membrane defects in die endosomal membrane. Future
work wffl aim to determine die effect of die presence of semm in the ce11 culture medium
on complex activity, cellular uptake and intracellular trafficking. Previously, it xvas found hv
Cheung et aL that die incorporation of die anionic polvanion PPAA into complexes made of
plasmid DNA and DOTAP markedlv enhanced the sernm stabffitv of die formulations in
vitie [Cheung, 2001 #92] and iii vivo (Kyviakides, 200_7). In contrast, cadonic liposomes
containing DOPE failed to deiver efficiendy ODN into cefis in the presence of l00o serum
(Le2vis, 1996; Zebhati, 1998) and theti application to animals has been disappointing
(Litç-inger, 1997). Mechanistic smdies under phvsiological conditions are thus essendal in
order to contribute to the successful implementation of these copolvrners in vivo.
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Abstract
The efflciency of nucleic acid-based drugs is usuaflv hampered bv the fact that
following their uptake bv the ceil, these drugs end up in acidic organelles (i.e.
endosomes/lvsosomes) from which they barely escape. Tins work relates to die preparation
and characterization of pohrion complex micelles (PICM) formed by the self-assemblv of
three polvelectrolvtes: a diblock cationic copolvmer, a membrano-itic, methacrvllc acid
copolvmer, and an oligonucleodde. It is demonstrated that a synthetic membrane-active
polvanion can be successfullv integrated within the structure of PICM to vield well-defmed,
narrowly distributed micelles (30 nm) with a core/shell architecture. Besides their abffitv to
protect the oligonucleotide againsi nuclease degradation, PICM partly dissociate under
mildlv acidlic conditions, releasing chain clusters that destabffize bila er membranes. Tins
unprecedented association/dissociation behavior ifiustrates the potential of these pH-
sensitive PICM for the transport and efficient deliverv of polvionic drugs.
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1. Introd,ictio,t
Recent advances in the fleld of nanotechnologv have led to the design of highhr
sopbisticated nanoscale constntcts and supramolecular assemblies prepared from well
defmed synthedc macromolecules (Hawkei; 2005). 0f such assemblies, micelles formed liv
die self-association of block copolvmers in aqueous medium have received much attention
due to their potendal applications in the biomedical and pharmaceutical flelds (Kataoka,
2001; Gi/Ïies, 2005). In pardcular, colloidal carrier systems prepared from the complexation
of a polvnucleodde and a diblock copolymer composed of polycadon and polv(ethvlene
oxide) (PEO) segments are being developed for the deliverv of nucleic acids (Fiisardthoi
2003; Kataoka, 1996; Kabanop. 1995; Rnngsatdthog, 2001). Neutralization of the charged
segments through electrostatic interactions vields hvdrophobic complexes that self-assemble
into polvion complex micelles (PICM) presenting a core/shell architecture. These micelles
present numerous advantages including their straightfonvard preparadon, bigh colloidal
stabilitv, solubilitv in aqueous media, small size, and narrow size distribution. Furthermore,
they represent a promising approach to improve the in t’it’o efficiency of nucleic acid-based
drugs, since protection against nuclease degradadon and prolonged circulation dines in die
blood compartment would allow for enhanced drug deposition at the target site (Kakia2ua,
2002.
However, despite these attractive properties, die intracellular bioavailabilitv of
polynucleotides remains hnrited due tu their sequestration in the endosomal/lsosomal
compartment following the uptake of PICM bv the cell. The escape of biomolecules from
endosomes generallv requires a membrane-destabifizing agent, which wiil provoke the
release of the internalized compounds into the cvtoplasm before thev reach the lvsosomes.
Svnthedc titratable polvanions can achieve such a goal bv destabilizing membrane bilavers at
pH values tvpicallv found in endosomes. Indeed, polymers sucli as polv(ethvlacrvlic acid)
(PEXA) and po1vpropvlacrylic acid) (PPAA) undergo a pH-triggered conformational
change at slighdv acidic pH values QWurt/iy, 1999,’ Latky, 1999l. Upon protonation and
charge neutralizadon in the acidic envfronment of endosomes, PPAÀ vas shown to disrupt
selectivelv die endosomal membrane (Joues, 2003), thereby enhancing die cvtoplasmic
deliverv of macromolecules such as plasmid DNA and polvrner-andbodv complex (C’hemi,,
2001,’ Laekey. 2002.
201
Recendï, our group demonstrated that pH-sensitive methacrvlic acid tI\LA)
copolvmers can also be used to improve die cellular deliverv of nucleic acid-based dnigs
(Yeiine. 2006). In that swdy, nanoparticles in suspension were obtained following the
electrostatic complexation of an NLAA copolvmer, a model ODN, and a cadonic lipid. The
particles bore a positive surface charge winch facffitated thefr internalization into cultured
cefis. However, given their cadonic nature, die complexes were unstable in physiological
conditions Çr’essine et u!., unpublished observations) thus compromising their applicabilitv
for svsternic administration. The present work descnbes die incorporation of an
copolvmer duo a svstem that could be more suitable for in iiio applications. We
demonstrate that the copolvmer can be intirnatelv integrated within the structure of neutral,
water soluble, and well-defmed PICM. More importandv, we show that upon a decrease in
pH, the resuldng PICM pardallv dissociate to release membrane-active fragments that
efficientl destabiiize lipid bilayers.
2. Evterirneutatprocedttres
2. 1 Aialeriais
Pohrtethylene oxide)-h-polv(aminoethyl methacrylate) (PEO-b-PAEMÀ, 75/25
mobo o, M 4700) was svnthesized by atom transfer radical polymerization as described
previouslv (Di,fresiie, 2004). Poly(methacrylic acid-tv-ethyb acrylate-tv-butyl methacrylate)
(P(MÀA-eo-EA-co-BMA), 50/40/10 mol°’o, M 19,800) vas provided by Ràhm GmbH
(D armstadt, Germanv). It was prepared bv free radical polvmerization involving dodecvl
mercaptane as chain transfer agent. The polyrner was dissolved in ethanol and dialvzed
against water for at beast 5 days prior to use. PtI\L-\A-o-EA-o-BMA) was labeled with
Lissamine® rhodamine B ethylenediamme Molecular Probes, Eugene, OR) as described
previoushr (Yessine. 2006). Twenty-mer pliosphorotbioate ODN (5’-
GrFCTCGCTGGTGAGrFTCÀ-3’) and its fluorescein-babeled derivadve were provided
bv Medicorp Inc. Montreal, QC, Canada).
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2.2 Prearatio,i ofthe ternarp bolvion conÏex micelles IM)
PEO-b-PAEMA (500 xvas incubated with P(MÀA-co-EÀ-co-BMA) (216 ig in
tris(hvdroxymethyl)aminoethane (Tris) buffer (10 mM, pH 7.4) for 5 min at room
temperature under mild agitation. The ODN (20 tg vas then added and die formulation
was incubated further for 5 min. lie charge ratio was calculated from the degree of
ionization of the polvmers, as determined from titradon experiments (supportive
information). Micelles containing PI\IAA were prepared using a simiar procedure using die
same amounts of each component. Sait-containing samples were prepared by adding 0.5
mL of micelles to 0.5 mL of Tris 0.1 M, pH 7.4, containing 300 mM sodium chloride
(NaCI) to yield a final salt concentration of 150 tnl\i (isotomc conditions).
2.3 Dete,yninafio,i ofthe critical association concentration
The critical association concentration (CAC) was measured by the steadv-state
pvrene fluorescence method (Astafieva, 1993) based on the 1336/L333 intensitv ratio of die
excitation spectra of pyrene following its transiocation from water to the PICM
hydrophobie core. Serial dilutions of a stock solution of temnarv PICM in Tris buffer, pH
7.4, were prepared to contain 2x10-7 M of pvrene (Sigma, St-Louis, MO) and were stirred
overnight in the dark. Fluorescence intensitv vas measured (? 333 nrn, ?, 336, 2k,,,
390 nrn) at room temperature or at 37°C using a Series 2 Aminco Bowman fluorimeter
(Spectronic Instruments Inc., Rochester, NY). Experiments were perforrned in triplicate.
2.4 Dynamic lioht scattering, miiltiantile static liht sca#eîing anti .etapotential
meastirements
Size, M and zeta potential of the ternarv PICM were all determined in triplicate in
Tris buffer of the appropriate pH following filtration of the micelles through a 0.45-p.m
GHP filter. The mean hvdrodvnamic diameter, PI, and scattering intensitv of PICM were
determined using a Malvern Àutosizer 4800 or a Malvemn ZetaSizer Nanoseries ZS
(Malvemn Instruments, Worcestershire, LK). Measurements were performed at a scattering
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angle of 900 and a temperature of 25 and 37°C. The CONTIN program was used to extract
size distributions from the autocorrelation frmncdons. Alternativelv, MASLS measurements
were conducted using a Malvern Autosizer 4800 at 25°C at seven angles ranging from 70°
to 130° for four micelle concentrations. The Ms of the complexes were derived from
Equation 1, which desciibes the intensity of light scattered from a dilute solution of
macromolecules:
Kc y [1]
+2AC+3A3c
Ro MP(0)
In titis equation, c stands for the solution concentration in PICM, K, is the Ravleigh ratio,
and A. and A are the second and tbird vinai coefficients. K is in turn defmed b:
2 7(dn’2 [7
4it noi\dC
X3 N
where n, is the refractive index of the solvent, X the laser wavelength in vacuo, and N
Avogadro’s number. The specific refractive index increment (dn/dc 0.174) xvas
determined using a differential Rudolph j 157 automatic refractometer (Rudolph Research
Analvtical, Flanders, Nj), at a wavelength of 589.3 nm. Zeta potendal vas evaluated with a
I\Iah-ern ZetaSizer Nanoseries ZS.
2.5 Transmission etectron microscoty imaging
Copper giids (200 mesh) were coated vith pioloforme resin. Prior to sample
deposition, a drop of an aqueous solution ofpolvQvsine) (17 0/ w/, Sigma) was placed onto
the grid for 5 min. The excess solution was wicked off, the grid was allowed to dry and a
drop of ternarv PICM (5 iL) in Tris buffer (pH 7.4 or 5.0) was placed onto the grid for 2
min. After removal of die excess solution, the sample vas stained using uran I acetate
(3.50
o w/v in water) for 5 min. The grid xvas then gently washed with water and allowed to
dry. Prepared samples were irnaged using a Philips CMIOO transmission electron
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microscope (FEI Companv, Japan) operating at 60 kV. Micrographs were taken at a 46,000
magnification.
2.6 Nuctear mapwetic resonauce analysis
Polvmer and micelle samples were prepared in deuterated Tris buffer (it) inM
adjusted to pH 7.4 using DC1 and NaOD solutions (CDN Isotopes, Pointe-Claire, Qc,
Canada). Prior to analysis, the PICM were eluted on a Sephacryl® 200 HR column (Sigma)
to completelv remove any free polymer in solution, and concentrated at room temperature
using a vacuum concentrator (Savant SpeedVac SC2IOA, Thermo Electron Corp.,
\Valtham, I\LA). The NMR spectrum of the micelles xvas first acquired at pH 7.4 using a
Bmker spectrometer operating at 400 MHz Bruker, Milton, On, Canada). The pH of the
sample was then adjusted to 5.0 using DC! and the NMR acquisition repeated.
2.7 Enmatic degradation of ODN incort’orated into the ternarv PICM
Naked fluorescent ODN or fluorescent ternarv PICM were incubated with DNAse
I (50 U/ig ODN) (Sigma) in the presence of MgC12 (5 mM) at 37°C. At pre-determined
time points, aliquots were withdrawn and degradadon was stopped br adding EDTA (It)
mM). Before being loaded onto a 20° o poly(acrvlamide) gel, heparin (280 1M) was added to
the samples to induce ODN release from the PICM. Following migration, ODN xvas
visualized direcdy on the gel after exposition to LV light using a Chemilmager 5500
imaging svstem (Alpha Innotech Corp., San Leandro, CA). The amount of intact ODN
quantified relativelv to the fluorescent signal obtained with a sample containing 10000 intact
ODN (non-exposed to DNAse).
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2.8 Assessme;zt 0fmembrane-destabitizingro.berties ofmicelles nsing tiosomes as an
endosomat membrane modet
Lnilamellar liposomes (40 mi\1 total lipid) mÏmicking the composition of the
endosomal membrane (egg phosphatidvlcholine: cholesterol: dioleovlphosphatidvl
ethanolamine: dimiristovlphospliatidvlglvcerol, 61:17:16:6 molar ratio) (Darne!!, 1990) werc
prepared by hvdradon of a dried lipid film, followed by repeated extrusion through a 0.2-
11m pore size membrane at room temperature. The highlv water-soluble fluorophore
trisodium 8-hvdroxvpvrene trisulfonate (HPTS) and die collisional quencher p-xvlene-bis
pvrimidium (DPX) were included in die lipid hvdration buffer (Tris 10 mM, NaCl 4$ mM,
HPTS 35 mM, DPX 50 mM, pH 7.4). Untrapped dre was removed b gel filtration on
Sepharose 2B (Sigma). The membrane-destabifizing properties of the micelles were
evaluated at 37°C at different pH values bv addmg liposomes (10 !IL) to the ternarv PICM
(previouslv purified on Sephacrvl® 200HR to remove free P(\L\À-v-EA-tv-Bi\Lk) or
PL\A) in isotonic buffer of die appropriate pH. In ail cases, the fmal \LAA copolvmer
concentration was adjusted to $5 g/mL. The release of liposome content vas monitored
for 20 min at 37°C by a fluorescence dequencbing assay (Da/eke, 1990). The extent of
release was calculated from HPTS fluorescence nm, X5l3 nm) relative to the
fluorescence intensitv measured following liposome lvsis in 0.5° o (i’/i Triton X-100, winch
accounted for die complete release of encapsulated RPTS and DPX.
2.9 Intracelltitar disfrtbtion of the QDJ\I
L937 ceils were plated in 6-weil tissue culmre plates (1 mL medium containing I X
iO° viable ceils) containing covershps, and differendated into macrophages using $0 nM
phorbol myristate (Sigma). After 72 h, the phorbol vas rinced and ternary micelles (2 mg
PEO-h-PAEMA, 0.862 mg 1L\k-eo-EA-ri-BMA) or PMÀA, $0 ig ODN) containing
ftuorescein-labeled ODN (50° o of total ODN) were prepared as described above, and
incubated with ceils for 4 h at 37°C in a humid atmospherc containing 5° CO. Two hours
before the end of die incubation period, LysoTracker red (Invitrogen, Burlington, ON,
Canada) vas added to each well at a final concentration of $0 nM. Afrer 4 h, the ceils were
20$
corresponding to P(i\IXA-e-EA-co-Bi\L\) xvas observed at acidic pH because die relativelv
high concentrations required for the NMR analvsis exceeded die copolvrner solubilitv.
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Figure 2. ‘H-NI\ll. spectra cf the polvrners alone and ternarv PICM in deuterated Tris buffer.
Pvridine was used as an internai standard.
0DM stabilit towards nucleases vas assessed liv incubating free fluorescent 0DM
or ternarv micelles containing the fluorescent 0DM with DNAse I (50 L/tg 0DM, 37°C).
Gel electrophoresis of aliquots withdrawn at pre-determined tirne points showed that oni
30° o of the naked ODN rernained intact after a 6-h incubation period. In contrast, no
degraded 0DM could lie detected in the micellar samples at the end of the studv (Fig. 3).
Thus, it is possible to protect the ODN upon incorporation in the ternarv PICM structure.
0 100 200 300 400
Time (mm)
figure 3. Stabilitv towards nuclease degradatton cf naked ODN (O) and ODN incorporated into
ternarv PICM (n) over a 6-h period.
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The membrane-destahffizing properties of the micelles were evaluated at different
pH values foflowing removal of uncomplexed polvmer. b do so, artificial phospholipid
vesicles were used to minilck the endosomal membrane. The vesicles were loaded with the
water-soluble fluorophore HPTS and the coUisional quencher DPX and were added to the
micelles in isotonic buffer of the appropriate pH. figure 4 ifiustrates the release profiles of
the encapsulated probe. At pH 7.4, the ternarv PICM did not destabilize the phospholipid
bilaver as shown bv the absence of released dve. As the pH was reduced, the extent of
leakage progressivelv increased, reacbing up to 60°’ at pH 5.0. When comparing the release
ldnetics obtained in the presence of free P(MXA-co-EA-co-BMA) to that associated with
PICI\1 at pH 5.0, one can note that the latter caused a lowered and delaved HPTS release.
This suggests that the protonation of P(MAA-c-EA-co-BMA) led to its progressive removal
from the micelles and to the subsequent destabilization of the vesicle membranes. Chung et
al. have reported that PEAA induces the formation of cadon-selective channels through
artificial membranes in a pH-dependent manner (C/imig, 1996). Since P(MAA-eo-EA-co
BMA) is strncmrally related to PEAA, a similar mechanism of vesicle destabiiizadon mav be
hvpothesized, although the exact nature of the membrane defects remains to be
determined. Interestinglv, control ternarv PICM (35 nm) prepared using a well-lmown non
membrano-lvflc polvmer (PMAA) (Thoimzs, 1993) instead of P(MAA-co-EA-co-BL\) were
unable to trigger HPTS release at pH 5.0 (Fig. 4), confirming that PEO-h-PAEMA does not
destabifize the vesicles.
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figure 4. I-IPTS release induced bv the ternarv micelles at 37°C and pH 7.4 (0), 6.2 (n), 5.5 (A) and
5.0 (o). Star svmbols represent die release induced liv free PQ\IU-co-EA-v-BMA) at pH 5.0 at
equivalent concentration. Release induced bv ternarv micelles prepared with PMXA, pH 5.0, is
represented bv (+). Mean ± S.D. (n3).
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To verifr whether the ternarv micelles could fadilitate the transfer of the ODN from
the endosome to the cvtoplasm, the intracellular distîibution of the ODN in macrophages
examined bv LSCM. In these in i’itto experiments, macrophages were used since the
uptake of the PICM in non phagocvtic ceils is inefficient due to the steric barrier created hy
the PEG corona (unpublished observations). Live ceils were analvsed since it was
previouslv demonstrated that ceil fixation could affect membrane permeabDit and cause
artefacts (Riehatd, 2003). Fortv-five minutes after the incubation period, macrophages
treated vith ternarv endosomolvdc micelles showed multiple fluorescent intracellular
vesicles, probably corresponding to phagocvdc/endocvdc compartments (Fig. 5A).
Colocalization of ODN and LysoTracker red vas detected in most ceils (yellow color),
Figure 5. F937 macrophages on coverslips were incubated with ternarv micelles prepared with
P(LA-.v-EÀ-ta-BMA) (, C) or the non endosomolvtic polvmer PMÀA (B, D) for 4 h at 37°C.
I\llcelles were prepared using a fiuorescein-labeled ODN and acidic organefles were smined with
LvsoTracker red. Àfter a 4-h incubation period at 37°C, the ceils were rinsed \Vith cold PBS,
mounted on slides, and kept on ice. Live ceils were examined b LSCM 45 min (À, B) and 2 h (C,
D) followmg die incubation period.
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indicatmg that some micelles were locahzed in acidic organelles. Similar subcellular
distribution vas observed with the control micelles prepared with PI\L\À (Fig. 5B). Two
bouts after the incubation period, brigbt green nuclear fluorescence could be seen in several
ceils incubated with endosomolvdc micelles, indicating that die ODN vas released from the
endodomal/lvsosomal compartments (Fig. 5C) (Lok’. 1989, chùi, 199O. These ceils also
exbibited a decreased red fluorescence indicating disrupdon of most of die acidic
organelles. At that stage, the control, non endosomolvtic micelles were stifi mainlv localized
in intracellular globular compartrnents (Fig. 5D), and staining of the nucleus of the ceils vas
weak anti, rnost of the tirne, undetectable. Collecdvelv, these prehrninarv fmdings clearlv
demonstrate that cvtoplasmic deiverv of die ODN vas facilitated by the incorporation of
an endosomolvtic polvmer into PICM.
In conclusion, temarv PICM with a core/shell architecture, small size, and narrow
size distribution were successfully obtained at phvsiological pH foflowmg the sequendal
addition of a cadonic diblock copoirmer, an MAA copolymer, and an ODN. Besides their
abilitv to protect die ODN against nuclease degradation, die ternarv micelles were shown to
release chain clusters capable of inducing membrane destabilization at shghtlv acidic pH and
improving substandallv die ODN subcellular distribution. This unprecedented
association/dissociauon behavior is represented in Figure 6 and bighlights the potential of
pH 7.4
caonichbJck
copo’mer
.. H membrano-lyticp
copolymer
• 4 4
based drug
Figure 6. Schematic representarion of the association/dissociation behavior of die ternarv PICM as
a function ofpH.
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these pH-sensitive PICM for the efficient transport and deliverv of polvionic drugs. Future
work xviii aim at evaluating the abihtv of the svstem to increase the efficacy of ODNs into
human tumoral ceils. To promote cellular internalization, the micelles xvi11 have to be
decorated with a targeting ligand.
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Supporting information
Molecular weg/]t deter,iimition of the copo/ymets - ‘H-NMR spectra were recorded on a
Bruker NMR spectrometer operating at 400 MI-Iz (Bruker, Milton, On, Canada). The
number-average (M,,) molecular weight (MW) of PEG-/;-PAEMA was evaluated in CDCl
from the integradon of die nvo methvlene groups of the pendant arninoethvl segments with
respect to that of the methoxy group of the PEG macroinitiator (Dufresue, 2004)). M,,- and
weight-average (M,,,) M\Vs, as well as the polrdispersitv index (PI) of PEO-b-PAEMA were
deterrnined h- gel permeadon chromatographv (GPC) using an Alliance GPVC svstem
(Waters, Milford, MA) equipped with a high-sensidvitv differendal refractive index detector.
GPC analysis xvas performed in THF using three Waters Stvragel columns (HR1, HR3, and
HR4) in series at a ftow fate of Ï mL/min and a temperaalre of 40°C. A calibration curve
xvas obtained with near-monodisperse PEO standards. PQIAA-co-EA-co-BI\1A) absolute M,,
and M,. were determined using combined refractive index (\Vaters) and PD 2000 light
scattering (‘Precision Detectors, Franklin, MA) detectors, and 4 Waters Ultrahvdrogel (120,
250, 1000 and 2000) columns placed in series. Samples were analyzed in 50 mÏ\1
tris(hvdroxvmethvlaminomethane (Tris) buffer, pH 8, at I mL/min and 35°C.
PEO-b-PAEMA: NMR: M,, 4700; GPC: M,, 5080, M,,, 6320, PI 1.25;
P(MAA-te-EA-co-BMA): GPC: M,, 19,800, M 26,000, PI 1.31.
Potentiometric titration of the topoymei:
- Tïtration curves for PEO-b-PAEL\ were
generated bv first titrating the polvmer solution (1 mg/mL) to low pH using 0.05 N I-ICi, so
as to ensure complete dissolution of the polyrner. Changes in pH values were then
monitored with a portable Accumet AP61 pH-meter (Fisher Scientific, Montreal, Qc,
Canada) following incremental additions of a standardizcd 0.05 N NaOH solution. The
degree of ionizadon (Œ) at a given pH xvas calculated from Equadon 1:
PKa =pH_Ïog-I_2 [11
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x is defmed as die ratio where C stands for die effective concentration of
protonated amino groups and C is the monomeric concentration in methacrylates.
Assuming that ail added hvdroxide ions are able to deprotonate die amine groups, a fair
approximation of CN. is calculated using the effective concentration of NaOH added (Lee et
aL (1999) Mat’vmo/eeii/e.ç 32:4302).
The procedure for the potentiometric titration of PMAA-eo-EA-co-BMA) was
essendallv the same as that of PEG-b-PAE\LA, except that the polvmer vas ftrst dissolved
using a 0.05N NaOH solution, and then titrated with incremental additions of a 0.05 N HC1
solution. The value of was isolated from Equation 2:
PKa =PH_1og(—_) i21
In this equation, c is dened as the ratio Ç C)/Cm, where C(() stands for die effective
concentration of ionized carboxvlic acid groups and Cm 5 die monomeric concentration in
(meth)acrylates. Assuming that ail added protons are able to neutralize the acid groups, a
fait approximation of C() is calculated using the effective concentration of HC1 added.
Representative titration curves for hoth polvmers are presented in Figure SI.
12 (A) 12 (B)
Ionization degree (a) lonization degree (a)
Figure SI. pi-I ofa solution ofPEO-/-PAEI\L\ (\) and p(I\LA-iv-EÀ-to-BI\L\) (B) as a function of
OC
Ouant/icatio,i of compiir’.ec/ OD ami P(?vf41-co-E. -1-co-BIvL4) w ternay PICA t —
Micelles containing the fluorescent ODN were prepared as described above. To confirm
that electrostatic interactions were responsible for ODN complexation, a sample was
prepared widi heparin (400 tM), a polvanion diat induces ODN dispiacement through
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competition for the cationic binding sites. Samples were loaded onto a 2O0o
polv(acrvlamide) gel. Following migration, the ODN xvas visualized direcdv on the gel after
exposition to UV light using a Chemilmager 5500 imaging s stem (Alpha Innotech Corp.,
San Leandro, CA) (Fig. S2). To assess the extent of complexadon of the MAA copolvmer,
ternarv PICM containing rhodamine-labeled P(\L -co-EA-tv-BMi\) were loaded into
i\licrocon® centrifugal filter devices \I\V cut-off 100,000, Milhipore, Bedford, MA). The
tubes were centrifuged 5 min (4200 g, room temperature) and the fluorescence of the filtrate
(7550 nm, XrnZ588 nm) vas read using a Safire microplate reader (Tecan, Durham,
NC). The amount of uncornplexed polymer vas calculated as being the ratio of (F/F)X100,
where F stands for the fluorescence of the filtrate of PICM samples, and F( is the
fluorescence of the filtrate of control samples prepared with the fluorescent polvmer onlv.
Figure S2. Gel electrophoresis of ternarv PICM containing die fluorescent ODN. Lane 1: ternary
PICM without hepai-in; lane 2: ternarv PICM in the presence of excess heparin; lane 3: naked ODN.
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CHAPITRE 5: DISCUSSION
Suite à une administration locale ou systémique, les oligonucléotides andsens
(ODNs) natifs et non formulés sont rapidement dégradés par les nucléases, faiblement
capturés par les cellules cibles et incapables d’atteindre leur site d’action intracellulaire (Le. le
cytoplasme ou le noyau) en quantité suffisante. Afin de remédier à tous ces problèmes, une
variété de vecteurs lipidiques, polymères et peptidiques a été développée (voir Chapitre 1,
partie I). Cependant, qu’ils soient administrés seuls ou à l’aide de vecteurs synthétiques, les
ODNs pénètrent dans les cellules par endocytose. Par conséquent, le vecteur employé doit
assurer leur passage dans le cytoplasme afin d’éviter que les ODNs ne se retrouvent
séquestrés dans les endosomes/lysosomes où ils sont généralement dégradés. Afin
d’améliorer la biodisponibifité intracellulaire des ODNs, une approche intéressante consiste
à employer un agent capable de déstabiliser la membrane endosomale.
Etant donné que les endosomes ont un pH légèrement acide (5,0-6,5), des
polymères anioniques sensibles au pH peuvent être employés pour favoriser le transfert des
ODNs de l’endosome au cytoplasme. En effet, suite à une diminution du pH du milieu,
certains polymères possédant des unités acide acrylique AA) ou acide méthacrvlique (I\L\A)
subissent un changement de conformation leur permettant de déstabiliser les membranes
lipidiques. A pH physiologique, les groupements acide carboxylique sont ionisés et la
chaîne polymère adopte une conformation étirée en solution. Cependant, une diminution
du pH du miiieu entraîne la protonation des résidus COQ et le polymère se contracte alors
en globule hydrophobe (Fig. 2, Chapitre I, partie 2). Les forces responsables de la
stabilisation de la forme compacte du polymère font l’objet de controverse dans la
littérature. Des interactions hydrophobes, des ponts hydrogène et des liaisons de van der
Waals seraient probablement impliqués (Tableau 1, Chapitre 1, partie 2), mais l’importance
relative de chaque type d’interaction reste à déterminer. Mentionnons finalement que le
changement de conformation chaîne étirée-globule est réversible lorsque le pH du milieu est
augmenté à nouveau.
En 1984, Seki et Tirreil démontraient que certains poly(acides acryliques d’alkvle)
sensibles au pH pouvaient interagir avec des vésicules liposomales composées de
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phosphatidylcboline (PC) en fonction du pI-I (Seki, 1984). En effet, à pH acide et à une
concentration de 1 mg/mL, le polv(acide éthacrylique) (PEAA) solubilise les membranes
lipidiques, alors que le poh’(acide acrylique) (PA) et le poly(acide méthacrvlique), plus
hydrophiles, sont incapables de déstabiliser les vésicules. Par la suite, le même groupe
démontrait que le PEAA augmentait la perméabilité de liposomes composés de PC aux
petites molécules (Tirretl, 1985) et aux ions (Tliomas, 2O00. La sensibilité au pH du PEAA
peut être modifiée par l’addition de comonomères. En effet, lorsque que des quantités
croissantes de NL’A (i.e. jusqu’à 50 mol %) sont incorporées de manière aléatoire dans un
homopolvmère de PEAA, le copolvmère résultant est toujours membrano-lytique, mais une
diminution de la valeur du pH à laquelle les membranes sont solubilisées est observée (Fig.
8, Chapitre 1, partie 2) (Thomas, 1995). Ce phénomène peut être expliqué par le fait que le
MAA augmente l’hydrophile du polymère et, par conséquent, un plus grand nombre de
résidus acide carboxvlique doit être neutralisé avant qu’il ne devienne suffisamment
hydrophobe pour déstabiliser les liposomes. Dans l’ensemble, les résultats de ces études
démontrent que les propriétés déstabilisantes des membranes des polv(acides
rnéth)acrvliques d’alkyle) sont grandement influencées par leur composition et leur
hydrophobie. D’autre part, ils suggèrent fortement que ce type de polymère pourrait être
employé afin d’augmenter la libération de principes actifs dans le cytoplasme des cellules.
Nous avons donc décidé d’étudier en détail les propriétés de ces polymères et d’évaluer leur
potentiel thérapeutique en les intégrant dans différents systèmes d’administration de
médicaments.
L’objectif principal de la présente thèse était de déterminer si des poly(acides
(méth)acrvliques d’alkvle) pouvaient être utilisés afin d’améliorer le transport intracellulaire
d’ODNs. Dans un premier temps, les propriétés physico-chimiques d’une série de
copolymères de I’vIÀA ont été corrélées avec leur capacité à déstabiliser des vésicules
lipidiques en fonction du pH (Chapitres 2 et 3). Par la suite, le copolvmère le plus
prometteur et un ODN modèle ont été incorporés dans deux différents types de vecteurs
l’un permettant l’étude détaillée de l’efficacité et du mécanisme d’action du système in rihv
(Chapitre 3), et l’autre possédant des caractéristiques plus prometteuses pour des
applications in /‘i/)O (Chapitre 4).
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La première partie du travail consistait è comprendre la relation structure-activité
des copoh’mères de MXA dans le but d’identifier les caractéristiques physico-chimiques
qu’ils doivent posséder afin d’interagir efficacement avec les membranes è pH acide tout en
étant inertes et non toxiques è pH physiologique. La masse molaire et le pH de
précipitation des copolvmères de I’L\-’r qui ont été investigués sont présentés dans le
Tableau 1.
Tableau 1. Masse molaire et pH de précipitation des différents copolymères étudiés
Copolymère’ Compositionb Agent de transfert de Masse molaired pH de(ratio molaire) chaînec précipitatione
M M. PI
1 2-éthvlhexvhhioglvcolate 20 600 28 400 1,38 3,8-4,5
(50:50)
2 2-éthvffiexvlthioglvcolate 9200 12 400 1,35 4,2-5,2
(50:50)
3 Lk/EA/L\A 2-éthvffiexvlrhioglvcolate 24 300 31 500 1,30 5,0-5,6
(35:35:50)
4 L11/\L 2-éthvlhexvlthioglvcolate 19 100 23 000 1,20 4,8-5,3
Ç’0:30)
5 I/Lf/L 2-éthvlhexvlthioglvcolate 26 900 32 ‘OO 1,21 4,5-,0
(45:45:10)
6 AE/\L\D/MAA 2-éthvlhexvltfiioglvcolate li 00 14 800 1,26 4,4-5,2
(49:1:50)
7 ÀE/MAD/\L\Â mercaptane de dodecvle 1$ 400 24 900 1,35 4,2-5,2
(49:1:50)
8 mercaptane de dodecvle 19 800 26 000 1,31 4,2-5,2
(40:10:50)
Svnth6tisés par polvmdrisation radicalaire.
= acide mthacnhquc; \L\M = mthacrvlate de mcthvle: .\M = acnlate de mthvle; ;l = acnlatc d’thvle;
Nl.D = mthacnlate de dodcvle; NL\B = mitliacn1jte de butsle.
Se retrouve en bout de ehaine.
lvalciée par GPC dans le Tris pI 1 8,0 (copol. 1-4 et 6-8) OU dans le N,X-diméthv(formamide (copol. 5).
C lvalué par turbidirnetrie.
Ces polymères ne sont pas biodégradables. Étant donné qu’ils sont éventuellement
destinés è être administrés par voie parentérale, il était important que leur masse molaire
soit inférieure è 40 000 afin de permettre leur élimination par filtration glornérulaire et ainsi
éviter leur accumulation dans l’organisme (Seymom; 1927). En comparant les pH de
précipitation des différents polymères, on remarque premièrement que lorsque le ratio
acide/ester diminue et/ou lorsque des monomères plus hydrophobes tel l’acrvlate d’éthyle
AE) sont présents, le changement de conformation survient à des valeurs de pH plus
élevées (comparer les copol. I avec les copol. 2, 3 et 4). Dans les deux cas, l’hydrophobie
plus importante des copolvmères peut expliquer ces résultats. Egalement, il peut être
constaté que la modification du copolymère 2 par l’incorporation de monomères possédant
de longues chaînes allcvle (i.e. 4-12 carbones) en faibles proportions (Le. I à 10 mol° o) ne
modifie pratiquement pas la transition de phase (copol. 6-8).
La capacité des copolymères de MAA à déstabiliser les membranes des cellules
eucarvotes à différents pH a été évaluée en utilisant des globules rouges comme modèles
d’endosome. En observant la Figure 5 du Chapitre 2 et la Figure I du Chapitre 3, on
constate que les copolymêres 2-3 et 6-8 démontrent une bonne activité hémolytique à des
valeurs de pH comprises entre 5,0 et 6,5. Lorsque les résultats des tests d’hémolyse et de
turbidimétrie sont analysés en parallèle, on remarque que la présence d’une transition de
phase à pH acide est requise pour déstabiliser sélectivement les membranes au pH de
l’endosome. Cependant, elle n’est pas garante qu’un tel phénomène se produise et ne
permet pas de prédire l’importance de la déstabilisation. Par exemple, les copolvmères 4 et
5, qui précipitent respectivement entre les pHs 4,8-5,3 et 4,5-7,0, ne possèdent aucune
activité hémolytique à pI-I 5,0 à une concentration de 150 ig/mL. Dans le même ordre
d’idée, les copolymêres 2, 6, 7 et 8 précipitent sur un même intervalle de pH (4,2-5,2), mais
leur activité hémolytique à pH 5,5 et à 100 ig/mL suit la séquence suivante 2<6<7<8
(Fig. lB, Chapitre 3).
Dans l’ensemble, ces résultats indiquent que plusieurs paramètres influencent la
relation structure-activité des copolvmères de I\IAA envers les membranes lipidiques. Pour
être membrano-lytiques à pH acide et inertes à pH neutre, les polymères doivent
premièrement contenir une forte proportion d’unités MAÀ (i.e. 30 mol°) afin de
présenter une transition de phase abrupte. Deuxièmement, ils doivent être constitués de
monomères possédant une chaîne alkvle d’au moins 2 carbones (Le. éthyle, butvle ou
dodécvle) de manière à être suffisamment hydrophobes pour déstabiliser les membranes à
pH acide. Troisièmement, lorsque des polymères possèdent une hydrophobie similaire (Le.
copol. 2, 6, 7 et 8), leur capacité à interagir avec les membranes est influencée de manière
substantielle par leur composition chimique respective (i.e. le nombre et la nature des
chaînes alkyle). En effet, des chaînes aikyle plus longues et/ou plus nombreuses facilitent
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l’insertion du polymère dans les membranes de phospholipides, ce qui déstabilise ces
dernières plus efficacement. Il a été démontré par Murth et aL que l’augmentation de la
longueur de la chaîne aikyle des unités monomères des pohr(acides acryliques d’aIkyle
potentialise leur activité hémolytique (Abirthy, 1998; Miirthy, 1999; Mini/y, 2001). Ce
phénomène est également mis en évidence dans notre étude lorsque l’activité hémolytique
des différents copolymères est comparée. Par exemple, le remplacement des unités
méthacrylate de méthyle par des résidus AE (copol. 1 vs. copol. 2), ou encore l’ajout d’un
groupement dodécyle (Ci2) à l’extrémité de la chaîne polymère (copol. 6 vs. copol. 7)
augmente substantiellement l’activité hémolytique. Par ailleurs, en comparant les
copolvrnères 7 et 8, on constate que l’addition de 10 mol°’ de méthacrvlate de butvle a eu
un effet plus grand sur l’activité hémolytique que l’incorporation de I mol°’o de
méthacrylate de dodécyle. Finalement, bien qu’une certaine hydrophobie soit souhaitable, le
polymère ne doit pas être trop hydrophobe car il risque alors d’être membrano-lvtique à pH
physiologique (3’Iurthj’, 2001). ln polymère trop hydrophobe peut également adopter une
conformation en globule à pH neutre qui est susceptible d’être davantage phagocytée par les
macrophages. Nous avons démontré que dans ce cas, l’accumulation du polymère à
l’intérieur de ces cellules sous forme de particules non digestibles conduit ultimement à la
mort cellulaire (Chapitre 2, section 4,2).
Étant donné ses bonnes propriétés déstabilisante des membranes à pH acide, le
copolvmère $ fut sélectionné pour être incorporé dans différents types de vecteurs. Dans
un premier temps, des nanoparticules ont été préparées en complexant le copolymère et un
ODN modèle avec un lipide cationique, le dioléoyltriméthylammonium propane DOTAP)
(Chapitre 3). Dans un deuxième temps, des micelles polvioniques (I\IPIs) ont été obtenues
en remplaçant le DOTA? par du polv(éthvlène glcol)-bÏoc-po1v(méthacmTlate
d’aminoétlivle) PEG-b-PAEMA, 75/25 mol°o, M 4700) (Chapitre 4). Les caractéristiques
de chacun des deux systèmes ternaires sont présentées dans le Tableau 2.
En observant le Tableau 2, on constate qu’il y a des différences marquées entre les
deux systèmes. En effet, dans le milieu sans sel, les nanoparticules ont une taille environ 10
fois plus élevée que les micelles et ont une charge résiduelle positive. Lorsque la quantité de
copolymère incorporée dans les nanoparticules augmente (i.e. lorsqu’on passe du ratio de
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Tableau 2. Taille et potentiel zêta des nanoparticules et des micelles
ternaires à pH 7,4.
Type de complexe Diamètrea (nm) Potentiel zêta ± ET
(ratio de charges
-/-) [PI] (mV)
Nanopartictilesb
Milieu sans seic
4/1 193 [0,20] 32,0 ± 1,9
3/1 255 [0,28] 31,1 ± 1,5
2/1 345 [0,29] 26,8 ± 1,2
Milieu avec se1s’
4/1 329 [0,259] 31,4 ± 2,1
3/1 440 [0,332] 23,7 ± 2,
2/1 599[0324] 6,±2
Micelles
\Iilieu sans seic
0,’/l 29,5 [0,131 0,0 ± 3,6
\Idieu avec sels’
0,7/1 31,5 [0,16] -0,9 ± 2,6
Évaluée par diffusion de la lumière en mode dynamique.
b Les différents ratio de charges Sont obtenus en variant un quement la quantité
de copolvtnère.
HEPES (20 m2I)-dextrose (5°op/v), pi-I ‘,4 pour les nanoparticules ; Tris (10
mM, pH ‘,4) pouf les micelles.
50/50 (v/i HEPES-dextrose/milieu Opti-Mem pour les nanoparticules Tris
salin (10 mM, \aCl 150 mM, pI-I ,4) pour les micelles.
charges 4/1 à 2/1 [+/_]), leur charge de surface diminue. Par conséquent, la répulsion
électrostatique entre [es particules est moindre ce qui peut expliquer la légère agrégation qui
est observée. En présence de sels, la taille des nanoparticules augmente alors que les valeurs
de potentiel zêta diminuent davantage. Ces deux phénomènes peuvent être attribués à
l’écranternent des charges causé par les ions présents en solution et à l’agglomération
subséquente des complexes. Etant donné la nature cationique des nanoparticules à base de
DOTÀP, elles sont non seulement instables en présence de sels mais également susceptibles
de se dissocier ou de s’agréger en présence de sérum (Zei’pliat4 1998). Cette propriété peut
expliquer pourquoi [es complexes ternaires présentés dans le Tableau 2 ne possèdent
aucune activité antisens in i’ihe lorsque du sérum est ajouté au miiieu de culture
(observations non publiées). Curieusement, Cheung et at ont démontré que l’incorporation
de polv(acide propacrvlique) (PPÀA) dans des lipoplexes constitués de DOTAP/ÀDN
augmente la stabilité de ces derniers dans le sérum (Cheimg. 2005, Chemig, 2001). Ce
phénomène a été attribué à la création par le PPAA d’une barrière stérique similaire à celle
que peuvent former d’autres polymères hydrophiles tel le PEG. Les particules
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DOTAP/ADN/PPÀA ont une bonne efficacité de transfection in l’Yro et ce, même lorsque
50% de sérum est ajouté au milieu de culture (Cheim<g, 2001). Étant donné la nature similaire
de ces complexes et de ceux présentés au Tableau 2, les résultats contradictoires obtenus
quant à l’efficacité des deux systèmes en présence de sérum sont difficilement explicables.
Des variations dans la composition des polymères et/ou dans la nature du principe actif
(plasmide vs. ODN) peuvent être à l’origine de ces différences.
Contrairement aux nanoparticules, les MPIs sont neutres, stables dans des
conditions physiologiques (Le. 150 mM NaCY) Çfableau 2) et solubles en milieu aqueux. Par
conséquent, elles possèdent une structure complètement différente de ces dernières. En
effet, suite à la neutralisation du segment catioruque de PÀE\L\ par le copolymèrc 8 et
l’ODN, des complexes hydrophobes sont formés. Ces derniers s’auto-assemblent pour
foi-mer le coeur micellaire autour duquel les chaînes flexibles de PEG s’organisent en
couronne hvdrophule (Fig. 1). En plus de solubiliser les micelles, le PEG les stabilise en
créant une barrière stérique qui minimise leur agrégation en présence de sels (Destpande,
2002) et leur interaction avec les protéines sériques (1 ‘inogmdov, 1998; Oishi, 2003). Dans le
présent travail, l’architecture coeur-couronne des MPIs a été confirmée par résonance
magnétique nucléaire du proton (1H-RI’vIN) (Fig. 2, Chapitre 4). Etant donné que le
copolvmère de MXA est confmé dans le coeur des MPIs et que ce dernier est masqué par
une couronne de PEG, il était important de vérifier que le poli-mère était toujours apte à
déstabiliser les membranes suite à une din-unudon du pH environnant. Les données
obtenues à l’aide de techniques telles la diffusion de la lumière en mode statique, la
microscopie électronique à transmission, la RMN et la spectroscopie en fluorescence
tendent à démontrer que lorsque le pH du milieu passe de 7,4 à 5,0, les MPIs se dissocient
partiellement en libérant des fragments micellaires capables de déstabiliser des membranes
lipidiques mimant l’endosome. La protonation du copolymère de MAÀ conduirait donc à
son détachement progressif des micelles ce qui lui permettrait d’interagir efficacement avec
les membranes lipidiques. Les propriétés endosomohrdques des micelles ont également été
confirmées iii vitro. En effet, il a été démontré à l’aide de la microscopie confocale que
lorsque des cellules U937 différenciées en macrophages sont incubées en présence de
micelles préparées avec le copolymère 8, une quantité substantielle d’ODN s’accumule dans
le noyau de ces cellules. À l’opposé, la quantité d’ODN détectée dans le noyau de
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macrophages incubés avec des micelles contrôles préparées avec un polymère non
endosomohrtique, le PMAA, est demeurée faible ou inexistante (Fig. 5, chapitre 4). Dans
l’ensemble, les résultats obtenus au Chapitre 4 démontrent qu’un ODN et un polymère
endosomolytique de type polv(acidc (méth)acrvlique d’allvle) peuvent être Incorporés avec
succès dans un système micellaire simple à préparer, de structure bien défmie, présentant un
comportement unique d’association/dissociation en fonction du pH (Fig. 6, Chapitre 4) et
capable d’améliorer le transfert d’un ODN de l’endosome au cytoplasme de cellules en
culture.
_
--
PEG-h-PAEMA; Copolvmère de \L\- Oligonucléotide antisens
Figure 1. formation des micelles poh’ioniques
Bien qu’elles soient peu nombreuses, d’autres études rapportent l’incorporation
d’ADN, d’un polymère dérivé de l’acide (méth)acrvlique et de PEG au sein d’un même
système. Par exemple, le mélange d’ADN plasmidique, de polv(éthvlènimine) et de PEG
PAA résulte en la formation de complexes solubles en milieu aqueux (Sliukin, 2001).
Cependant, les caractéristiques physico-chimiques de ces derniers (taille, potentiel zêta,
stabilité) ne sont pas disponibles et, par conséquent, leur structure en solution est inconnue.
Dans une autre approche, un monomère de styrène contenant des liens acétal civables en
n-ulieu acide a été incorporé dans un copolvmère endosomolvdque constitué de DI\LkEMA
et de méthacrvlate de butvle (47/48 mol/mol). Des chaines de PEG ont été conjuguées au
copolymère i’ia les liens acétal alors que le principe actif (un ODN ou un pepdde) a été par
la suite complexé ou conjugué à l’autre extrémité du PEG (Fig. 2). Il a été démontré que les
liens acétal de ces conjugués appelés «polymères enctTptés » se dégradent progressivement
sur une période de 1 h à pH 5,4, ce qui libère le polymère endosomolvtique. Le système
s’est avéré capable d’augmenter le transfert d’un ODN dans le cytoplasme de cellules en
culture Q’vb/rth)’, 2003a, 2003h. Cependant, bien que le concept soit intéressant, le vecteur
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est complexe préparer et, encore une fois, l’arrangement adopté par les molécules du
conjugué en solution n’a pas été étudié.
polymère
endosomolytique
lien acétal clivable
en milieu acide
PEG
principe actif
(peut être complexé ou lié de
caçon
covalente à l’extrémité
duPEG)
Figure 2. Représentation schématique d’un polymère encrvtpé. Adapté de Murthy et al. (2003) avec
la permission d’Elsevier Science.
En comparant les caractéristiques respectives des deux types de vecteurs décrits
dans le Tableau 2, il est évident que les MPIs sont beaucoup plus prometteuses que les
nanopardcules pour des applications in 11fb. Cependant, en l’absence d’un ligand pouvant
interagir avec des récepteurs membranaires, les micelles sont faiblement capturées par des
cellules en culture étant donné la barrière stérique créée par la couronne de PEG
(observations non publiées). En l’occurrence, afin de réaliser l’expérience in iitro présentée
à la Figure 5 du chapitre 4, une forte concentration en micelles a dû être administrée et des
macrophages ont été utilisés afm de favoriser la capture cellulaire du plus grand nombre de
micelles possible. Par conséquent, les MPIs administrées telles quelles permettent
difficilement l’étude du rôle joué par le copolvmère de \LkA dans le transport intracellulaire
de l’ODN. A l’opposé, les nanopardcules peuvent être utilisées à cette fin puisque leur
charge positive résiduelle favorise leur capture par endocytose en leur permettant d’interagir
efficacement avec les membranes cellulaires chargées négativement. Les travaux décrits au
Chapitre 3 montrent que l’incorporation du copoh’mère 8 dans des particules à base de
DOTAP augmente substantiellement l’activité antisens d’un ODN dirigé contre la protéine
kinase C-alpha (ISIS 3521) dans des cellules humaines de carcinome pulmonaire (lignée
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A549) (Fig. 3, Chapitre 3). De plus, l’utilisation de la microscopie confocale a permis de
démontrer clairement que l’inhibition de la synthèse protéique peut être attribuée au fait que
le copolyrnère facilite le transfert de 1’ODN de l’endosome au cytoplasme des cellules (Fig.
6, Chapitre 3).
Le mécanisme au moyen duquel les polyanions sensibles au pH déstabilisent les
membranes ii pH acide n’est pas complètement élucidé. Chung et aï. ont rapporté que le
PEÀA pouvait induire la formation de canaux sélectifs aux cations dans des membranes de
phospholipides artificiels (Chmig, 1996). Ces canaux sont absents ii pH 7,6, mais ils se
forment rapidement lorsque le pi-I est abaissé ii 6,0. Deux modèles ont été proposés pour
illustrer la formation de pores par le PEAA. Dans le premier modèle, une ou plusieurs
chaînes de polymère pourraient traverser transversalement la membrane de phospholipides.
Dans ce cas, la surface interne du pore serait stabilisée par le polymère (Fig. 3A).
Alternativement, le PEAA pourrait induire un changement local dans la courbure de la
membrane. Les chaînes polymères seraient alors localisées sur la surface externe du pore
(Fig. 3B).
B)
Figure 3. Modèles proposés afin d’illustrer la formation de pores dans les membranes de
phospholipides par le PEAA voir texte pour explications). Reproduit de Chung et a/ (1996) avec la
permission de 1’4;nenca,i Chemicat Sociey.
A)
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Etant donné que les copolvmères de MÀA sont structurellement apparentés au
PEAÀ, il est possible qu’ils déstabilisent la membrane endosomale en y formant des pores.
Les travaux réalisés au Chapitre 3 supportent cette hypothèse. En effet, à l’intérieur des
cellules, le copolymère de IvLAA demeure majoritairement séquestré dans les
endosomes/lysosomes (Fig. 6, Chapitre 3). La libération de l’ODN dans le cytoplasme
pourrait donc être causée par l’induction de défauts transitoires dans la membrane
endosomale. Par ailleurs, une faible proportion de polymère a été détectée dans le
cytoplasme des ceflules. Étant donné que le copolvmère $ utilisé dans les expériences
possède un indice de polvmolécularité supérieur à 1,3 (Tableau 1), ce phénomène pourrait
être attribué à la libération dans le cytoplasme des chaînes de plus faible masse molaire suite
à leur passage au travers des pores. Toutefois, il a été démontré récemment par Joncs et al.
que des poh’(acides acn’liques d’alkvle) favorisent le transfert d’une petite molécule, la
calcéine (masse molaire 622 g/mol), mais aussi d’un peptide, la cathepsine (masse molaire =
64 000 g/mo de l’endosome au cytoplasme de cellules HEK-293 (Joncs, 2003). Ces
résultats suggèrent que la membrane endosomale est suffisamment endommagée par les
polymères pour permettre le passage de macromolécules. Par conséquent, l’hypothèse
voulant que des pores soient formés transitofrement dans l’endosome est remise en
question par cette étude, à moins que ces derniers ne soient d’une taille considérable.
I\Ianifestement, des expériences supplémentaires sont nécessaires afin de clarifier cette
question.
En plus des travaux effectués au Chapitre 3, d’autres études décrivent la
vectorisadon d’ADN à l’aide d’un système ternaire endosomolytique. Par exemple, des
lipoplexes contenant du PPAA ont démontré une efficacité de transfecdon supérieure à
celle de particules sans PPÀA in i’it’v dans des cellules de fibroblastes murines NIH3T3)
(C/emig. 2001), mais aussi in i’ivo après avoir été administrés localement chez la souris
(Kj’iia4irdes. 200_7). L’activité de complexes lipides cadoniques/ADN plastindique a
également été potentialisée dans des cellules en culture suite à l’incorporation d’un peptide
endosomoh’uque tel que le GALA ou l’hémaggludnine du virus de l’influenza (Kich/er, 1997;
Simoes, 1998; de Lima, 1999; Scljoen, l999. Dans une autre étude, un ODN et un peptide
anionique fusogène appelé JTS-1 ont été associés au DOTAP (Jaaskelainen, 2000l. Les
complexes résultant ont démontré une bonne activité antisens en inhibant spécifiquement la
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synthèse de la luciférase dans des cellules épithéliales de rétine humaines (lignée D 407) et
dans des fibroblastes rénaux provenant du singe clignée CV-1) et ce, de manière plus
efficace que les particules dépourvues de peptide.
En somme, toutes ces études concluent que l’activité des lipoplexes augmente dans
des cellules en culture en présence d’un agent capable d’interagir efficacement avec les
membranes lipidiques pH acide. Cependant, il est important de souligner que les
applications systémiques de ces systèmes sont grandement limitées par leurs caractéristiques
physico-chimiques. Par conséquent, ils sont surtout utiles pour établir une preuve de
concept ou pour mieux comprendre de quelle manière une molécule endosomolytique
affecte le transport intracellulaire d’un principe actif. Pour être administrés de manière
sécuritaire et efficace chez l’animal, la molécule endosomolvdque et le principe actif doivent
être incorporés dans un vecteur capable de résister aux conditions prévalant dans
l’organisme. L’incorporation du copolvmêre de MAA et de l’aDN dans des micelles
neutres, solubles et stables dans des conditions physiologiques constitue un excellent
exemple du type de modification qui peut être apporté afm d’obtenir un système
potentiellement viable en clinique.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
Dans un premier temps, les travaux réalisés dans la présente thèse ont démontré que
plusieurs paramètres influencent l’interaction des copolvmères d’acide méthacrvlique
avec les membranes lipidiques. En effet, ils doivent d’une part être constitués d’une
proportion d’unités MXÀ supérieul-e i 30 mol°o afm de présenter une transition de phase
abrupte leur permettant de déstabiliser efficacement les membranes ii pH acide. D’autre
part, la copolymérisation du MXA avec des monomères hydrophobes tel que l’acrlate
d’éthyle potentialise l’activité membrano-lytique des copohTmères. Finalement, les
polymères ne doivent pas être trop hydrophobes afm de ne pas être toxiques à pH
physiologique. Dans l’ensemble, cette étude a permis d’identifier plus clairement les
propriétés physico-chimiques que doivent posséder les polymères de type polv(acide
(méth)acrvlique d’alkvle) afin d’interagir de manière optimale avec les membranes en
fonction du pH. L’acquisition de connaissances sur la relation structure-activité des
polymères est un premier pas important vers l’élaboration de systèmes d’administration de
matériel génétique plus sécuritaires et efficaces dans des conditions physiologiques.
Dans un deuxième temps, l’application de ces notions a permis de sélectionner le
copolymère de MXA présentant les caractéristiques les plus prometteuses pour la
vectorisation d’oligonucléotides antisens (ODNs). Ce copolymère et un ODN modèle ont
été incorporés avec succès dans deux différents types de vecteurs : un système
nanoparticulaire et un système micellaire. Les nanoparticules ont une charge résiduelle
positive et, par conséquent, sont capturées efficacement par des cellules en culture. Puisque
la pénétration cellulaire n’est plus un obstacle, ce système est idéal afm d’évaluer le rôle joué
par le copolymère de MAÀ dans le transport intracellulaire des ODNs. L’utilisation des
nanoparticules dans une série d’expériences réalisées iii vitro a effectivement permis de
confirmer que les copolymères de vL-\A potentialisent l’activité des ODNs en augmentant
leur transfert de l’endosome au cytoplasme des cellules.
Les micelles pohTioniques (MPIs) quant à elles sont neutres, solubles en milieu
aqueux et stables dans des conditions physiologiques. Par conséquent, elles présentent des
caractéristiques plus optimales pour des applications systémiques. Si elles circulent
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suffisamment longtemps, les MPIs pourraient gagner la matrice extracellulaire de certains
tissus en exploitant, par exemple, la perméabilité accrue du lit vasculaire des tumeurs
solides. Cependant, une fois dans l’interstidum, les micelles ne peuvent reconnaître les
cellules cibles et s’y lier de manière à favoriser leur capture par endocvtose étant donné la
barrière stérique formée par les chaînes de polv(éthvlène glycol) (PEG). Poctr pallier à ce
problème, il est nécessaire de fixer un ligand à l’extrémité des chaînes de PEG. En effet, la
présence d’une molécule de reconnaissance permet au vecteur d’être capturé uniquement
par les cellules exprimant un récepteur spécifique. Le potentiel de cette approche a été
démontré très récemment iii ,‘itto dans deux études où des poli-plexes ont été incorporés
dans des systèmes endosomolytiques ciblés présentant une charge de surface pratiquement
neutre (Ois/ii, 2006; Boeckie, 2006). Évidemment, avant d’être administrées in i’it’o, les
micelles ciblées devront être d’abord optimisées in vit’v afin de déterminer, par exemple, la
proportion de ligand à incorporer et la dose optimale d’ODN. De plus, elles devront être
non toxiques, stables et efficaces en présence de sérum. Lu tel système s’avère
extrêmement prometteur car, en théorie, il permettrait de relever la plupart des défis
inhérents à l’administration des ODNs. En effet, en étant confiné dans le coeur des
micelles, l’aDN serait protégé de la dégradation enzymatique, des temps de circulation
prolongés seraient conférés par la couronne de PEG, une capture cellulaire efficace et
spécifique par les cellules cibles serait promue par la présence du ligand et finalement, le
copolymère de MAA faciliterait la libération endosomale de l’ODN, augmentant ainsi sa
biodisponibifité cytoplasmique et potentialisant son activité. Ainsi, les expériences
ultérieures ont pour objectif le développement d’un vecteur multifonctionnel hautement
adapté aux conditions prévalant dans l’organisme.
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